中枢神経系疾患モデルを用いた脳血管疾患に関する薬理学的研究 by 山本 康晴
中枢神経系疾患モデルを用いた脳血管疾患に関する
薬理学的研究
著者 山本 康晴
発行年 2019
学位授与大学 筑波大学 (University of Tsukuba)
学位授与年度 2018
報告番号 12102甲第9084号
URL http://doi.org/10.15068/00156373
0 
 
 
 
 
 
 
中枢神経系疾患モデルを用いた 
脳血管疾患に関する薬理学的研究 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2019 年１月 
 
山 本 康 晴 
 
1 
 
 
 
 
 
 
中枢神経系疾患モデルを用いた 
脳血管疾患に関する薬理学的研究 
 
 
 
 
 
 
 
筑波大学大学院 
生命環境科学研究科 
生物機能科学専攻 
博士（生物工学）学位論文 
 
山本康晴 
 
2 
 
目次 
 
緒言         p1 
 
第１章 各種薬物の脳虚血／グルタミン酸負荷に対する脳保護作用に関する検討 
         p2 
第１節 脳虚血負荷／グルタミン酸負荷による海馬 CA1 電場電位低下に対する薬物
の作用         p2 
 
Ⅰ．ビタミン B12（メチルコバラミン）の CA1 電場電位低下に対する作用 p2 
 
１ 実験材料ならびに飼育方法     p3 
 
２ 実験結果       p6 
 
小括         p13 
 
Ⅱ．ドーパミン関連薬物の CA1 電場電位低下に対する作用  p16 
 
１ 実験材料ならびに飼育方法     p17 
 
２ 実験結果       p18 
 
小括         p21 
3 
 
第２章 アルコール禁断における皮質‐線条体グルタミン酸神経伝達に関する電気生
理学的、神経化学的検討      p23 
 
第１節 アルコール禁断モデルラットの作製    p26 
 
１ 実験材料ならびに飼育方法     p26 
 
２ 実験結果       p28 
 
 
第２節 アルコール禁断に伴う線条体ニューロンのグルタミン酸受容体の変化に関す
る検討         p30 
 
１ 実験材料ならびに実験方法     p30 
 
２ 実験結果       p34 
 
第３節 アルコール禁断に伴う線条体ニューロンのドーパミン受容体の変化に関する
検討         p42 
Ⅰ．白質刺激により誘発される線条体での反応へのドーパミン神経系の関与 
         P42 
１ 実験材料ならびに実験方法     p42 
 
２ 実験結果       p43 
4 
 
第４節 アルコール禁断に伴う線条体ニューロンの電気的膜特性の変化に関する検
討 
         p46 
１ 実験材料ならびに実験方法     p46 
 
２ 実験結果       p47 
 
小括         p49 
 
第３章 脳虚血モデル、アルコール禁断モデルの有用性検証  p53 
 
 第 1 節 脳虚血モデル       p53 
 
 第 2 節 アルコール禁断モデル      p59 
 
第４章 総括        p67 
 
参照文献        p70 
 
謝辞         p95 
 
 
 
5 
 
略語表 
APV  :DL-2-amino-5-phosphonovareric acid 
BAPTA  :bis-(-o-aminophenoxy)-ethane-N, N, N’, N’, -tetraacetic acid 
BBB  : blood-brain barrier 
cAMP  :cyclic adenosine monophosphate 
7-Cl-KYN :7-chlorokynurenic acid 
CNQX  :6-cyano-7-nitro-quinoxaline-2, 3-dione 
DA  :dopamine 
EPSP  :excitatory postsynaptic potentiation 
GABA  :gamma-amino-butyric acid 
Glu  :glutamate 
LTD  :long-term depression 
LTP  :long-term potentiation 
mGlu  :metabotropic glutamate receptor 
MCPG  :(RS)-α-methyl-4-carboxyphenyl-glycine 
MK-801 :dibenxocyclohepteneimine 
NMDA  :N-methyl-D-aspartate 
PS  :population spikes 
PTP  :post-tetanic potentiation 
SAM  :S‐adenosylmethionine 
TTX  :tetrodotoxin 
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緒言 
 
本邦における３大疾患のひとつである脳血管疾患（脳卒中）は、死亡者数が
2004 年の 12 万人から 2016 年には 10 万人となり、大幅に減少しつつあるものの、その
罹患者数は、2014 年に 117 万人で、依然多い。脳血管疾患の背景因子として、脳梗
塞、脳出血、くも膜下出血などとともに、アルコール依存症、肥満というファクターも否
めない。第１章では脳梗塞を誘発する脳虚血モデルに細胞外電極を用いた電気生理
学的検討を、第２章ではアルコール禁断モデルに細胞内電極を用いた電気生理学的
検討を、それぞれ薬理学的見地から追究して、その病態の誘発因子に関する基盤研
究を実施した。さらに、第３章では、中枢神経系の薬理分野で扱われてきた当モデル
がどのように活用され、新しい知見を生んで産業イノベーションに貢献できたかと、今
後、新しく注目される中枢神経系疾患モデルがどのように創薬に結びつく可能性が出
てきているか、in vitro、ex vivo と in vivo の評価モデルの価値について言及したい。 
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第 1 章 各種薬物の脳虚血／グルタミン酸負荷に対する脳保護作用
に関する検討 
 
第1節 脳虚血／グルタミン酸負荷による海馬 CA1電場電位低下に対する薬物の
作用 
 
Ⅰ．ビタミン B12（メチルコバラミン）の CA1電場電位低下に対する作用 
ビタミン B12 は、組織の代謝において重要な補酵素機能を持つ必須栄養素で
ある。脳はヒトのビタミン B12が比較的豊富であり（Inada et al., 1982）、これはビタミン B12
が血液脳関門を通って輸送できることを示している。ビタミン B12 欠損の神経学的病変
の原因となるメカニズムはあまり理解されていないが、メチルコバラミンを含むビタミン
B12類縁体は、末梢神経系だけでなく中枢神経系の神経疾患の治療に広く使用されて
いる（Chanarin et al., 1985）。虚血性神経損傷におけるグルタミン酸受容体および
NMDA 受容体の関与に関しては、NMDA 受容体拮抗薬の保護効果について報告し
ている（Simon et al., 1984）。低酸素／低グルコース溶液に曝露された海馬スライスの
CA1 前シナプス線維スパイクが減少し、プロテインキナーゼ C 阻害剤および NMDA 受
容体拮抗薬を含む Ca2+を含まない溶液との同時処理によってこの現象が減弱すること
を報告している（Shibata et al., 1992a, Shibata et al., 1992b, Shibata et al., 1995a）。 
さらに、私は一酸化窒素（NO）合成阻害剤がこの現象を減弱させることを実証
している（Shibata et al., 1995b）。NMDA 受容体の活性化に応答して後シナプスニュー
ロンにおいて合成された NO が前シナプス末端に拡散してスパイクを阻害すると考え
た。したがって、シナプス前終末の一斉発火を反映した陰性電位である線維斉射
（fiber volley）は、前シナプス機能の機序を評価する良いマーカーとして示唆されてい
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る（Dunwiddie and Miller, 1993）。最近、Akaike ら（1993）は、メチルコバラミンが NMDA
受容体をトリガーとする NO 合成系を介した細胞毒性に対して皮質ニューロンの保護
作用を示すことを報告した。 
しかし、メチルコバラミンが低酸素／低グルコース状態によって誘導されてい
る神経毒性に対して神経保護作用を有するかどうかは、現在のところ知られていない。
したがって、本研究では、低酸素／低グルコース状態またはグルタミン酸誘発性の海
馬スライスにおける CA1 前シナプス電位低下に対するメチルコバラミンの効果を調べ
た。さらに、陽性対照としてシアノコバラミンを使用した。 
 
１ 実験材料ならびに飼育方法 
 
１－１ 実験動物ならびに飼育方法 
本実験に使用した動物は、Wistar 系雄性ラット 5 週齢（Sea/Wistar、成和実験
動物研究所）である。恒温（23±2℃）、恒湿（相対湿度 60％）および 12 時間の明暗サ
イクル下（7:00AM 点灯）の動物飼育室でプラスチック製ホームケージ（30x35x17cm）内
で、１ケージあたり 5～6 匹ずつの群飼育を行った。餌および水は自由に与えた。 
 
１－２ 使用薬物ならびに調製法 
Krebs Ringer 溶液の組成は表１に示す通りである。NaCl、KCl、CaCl2、
KH2PO4、MgSO4、NaHCO3、d-glucose はすべて和光純薬特級試薬を用いた。37℃恒
温槽中で９５％O2／５％CO2 混合ガスを３０分以上通気し、酸素を飽和させた。その後、
0.6N HCl を用いて pH を 7.3～7.4 の間に調製した。なお、特に明記しない限り pH 調
製後の Krebs Ringer 溶液は実験期間中、常に９５％O2／５％CO2 混合ガスを通気し
た。 
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低酸素／低グルコース負荷には、低酸素／低グルコース溶液を用いた。組成
は表２に示すように Krebs Ringer 溶液中の d-glucose を Sucrose（和光純薬特級試薬）
10mM で置換し、９５％N2／５％CO2 混合ガスで飽和させた。本実験に用いた水は、す
べて自動蒸留装置（Yamato WG25）によって蒸留精製したものを超純粋製造装置
（Milli Q, Millipore）に通したものである。 
表１ Krebs Ringer 溶液の組成表 
 
（95% O2 / 5% CO2 混合ガス） 
表２ 低酸素／低グルコース溶液の組成表 
 
（95% N2 / 5% CO2 混合ガス） 
 
NaCl 129.0 mM
KCl 4.2 mM
MgSO4 1.3 mM
KH2PO4 1.2 mM
CaCl2 1.5 mM
NaHCO3 22.4 mM
d-glucose 10.0 mM
NaCl 129.0 mM
KCl 4.2 mM
MgSO4 1.3 mM
KH2PO4 1.2 mM
CaCl2 1.5 mM
NaHCO3 22.4 mM
Sucrose 10.0 mM
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１－３ 実験方法 
 
１－３－１ 海馬切片の作製方法および保生法 
ラットの頸部と胸部を強打し、断頭した後にすばやく頭頂部を開頭して脳組織
を損傷しないように 1 分以内に脳を摘出し、Krebs Ringer 溶液（４℃）中にて十分冷却
した。脳底部を水平面に切断した後、脳梁より左右２つに分割した。中心線より外側へ
約１５度の角度で tissue sectioner (TC-2, SORVALL)にて厚さ４５０μm の薄切片を作
製した。作製した脳切片は Krebs Ringer 溶液（４℃）中にて眼科用ハサミで海馬だけを
切り出しディスクタイプチャンバー内に保持した。脳切片を入れたチャンバーは、３７℃
に保温した Krebs Ringer 中で３０分以上プレインキュベーションした後、以下の実験に
用いた。 
 
１－３－２ 使用電極 
刺激電極として先端直径 0.1mm, 両極間の距離が 0.3mm のステンレス製双
極電極を用いた。記録用電極には外径 1.3～1.8mm の二重ガラス管で電極作製機
（成茂製作所：PE-2）を用いて作製したガラス微小電極を使用した。実験時に注射筒
を用いて 3M NaCl 液を充填し、先端直径 20～50μm、Krebs Ringer 溶液中での抵抗
0.5～1.0MΩの電極を使用した。 
 
１－３－３ 実験装置 
本実験に使用した灌流装置の概略を示す。灌流および電位記録用の容器を
用いて、海馬切片は海馬支脚および海馬采のうち測定に直接影響のない部分に銀
片を載せることにより灌流槽内に固定した。この灌流槽は温度を一定に保つための恒
温水槽の中に設置されており、温度調節装置によって温められた温湯を循環させて
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36℃に保っている。灌流槽はポリエチレンチューブにより２種の灌流液瓶に接続され
ている。また、コックにより Krebs Ringer 溶液と低酸素／低グルコース溶液と切り替えら
れるようになっている。Krebs Ringer 溶液と低酸素／低グルコース溶液にはそれぞれ
前述の組成を有する混合ガスが飽和されている。灌流液は吸引管により吸引除去し、
潅流液の液面を常に一定の高さに保った。 
 
１－３－４ 電場電位の記録法 
顕微鏡下で刺激電極を CA3 領域（Schaffer 側枝）に、記録電極を CA1 領域
の錐体細胞上に設置した。得られる電場電位は小さいので１６回の加算を行った。刺
激条件は、Duration time は 0.09msec、Delay time は 5msec、 Interval time は
2,500msec(0.4Hz)で行った。 
 
１－３－５ 実験スケジュール 
実験は、低酸素／低グルコースを１５分負荷した後、Krebs Ringer 溶液で３時
間洗浄し、刺激強度を 0.9mAとしたときのCA1 電場電位を測定した。薬物は低酸素／
低グルコース負荷２０分前から１５分の負荷中にかけて Krebs Ringer 溶液中に添加応
用した。 
 
１－４ 統計学的処理 
2 群間のデータの統計学的解析には Student t-test、3 群以上のデータに関
しては一要因分散分析後、Duncan test により個別間の比較を行った。 
 
２ 実験結果 
メチルコバラミンまたはシアノコバラミンの低酸素／低グルコース状態またはグ
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ルタミン酸誘発性の海馬スライスにおけるCA1前シナプス電位低下に対する効果を調
べた。１５分間の低酸素／低グルコース状態に曝されたスライスの CA1 前シナプス電
位は、３時間のウォッシュアウト後、約 50〜60％減少した（Shibata et al., 1992a）。した
がって、低酸素／低グルコース状態の１０分前から１５分間の低酸素／低グルコース状
態にかけて、海馬スライスは薬物を含むKrebs Ringer溶液に２５分間負荷した。次いで、
海馬スライスを標準 Krebs Ringer 溶液に３時間戻して安定化させて、電場電位測定に
供した。図 1 の典型例Ｂは、低酸素／低グルコース処置後の応答の一例であり、典型
例Ａは正常な応答の一例である。典型例Ｃはメチルコバラミンによる機能回復の例で
あるが、典型例Ｄではシアノコバラミンにより機能回復を示さない。メチルコバラミンは、
グルタミン酸誘発性の前シナプス電位の低下（F（5,43）= 3.48、P<0.01）および低酸素
／低グルコース状態による前シナプス電位の低下（F（4,68）= 3.61、P<0.01）による海
馬 CA1 前シナプスの機能障害を回復させた。 
しかし、シアノコバラミンは、低酸素／低グルコースまたはグルタミン酸によっ
て誘導された CA1 前シナプスの機能障害から回復をさせることはなかった（図２）。In 
vitro でシアノコバラミンが機能不全障害に対して無効であったのに対して、in vivo に
おけるシアノコバラミン（0.5mg kg i.p./日）の３日間連続投与により、低酸素／低グルコ
ース状態（F（2,31）= 5.36、P<0.01 ）またはグルタミン酸受容体（F（2,28）= 5.45、
P<0.01）誘導性の CA1 前シナプス電位減少を減弱させた（図３）。 
また、同様にメチルコバラミン（0.5mg kg i.p./日）を３日間連続投与したところ、
CA1 前シナプス電位の低酸素／低グルコース症またはグルタミン酸誘発性機能障害
も減弱した（図３）。しかしながら、メチルコバラミンまたはシアノコバラミンの繰り返し投
与は、正常な Krebs Ringer 溶液中の CA1 前シナプス電位には影響を与えることはな
かった（図 3）。  
NO合成酵素の基質である100μMのL-アルギニンは、単独で処置をしても、
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低酸素／低グルコース状態によって誘導される CA1 前シナプス電位の低下に影響し
なかった。一方、低酸素／低グルコース状態によって誘発された CA1 前シナプス電位
の低下に対するメチルコバラミン（1μM または 10μM）の回復効果は、L-アルギニンと
の同時処置によって有意に減弱した（P <0.01、Duncan's test）（図４）。 
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図 1 ラット海馬切片における低酸素／低グルコースによる CA1 前シナプス電場電位
の低下に対するメチルコバラミン、シアノコバラミンの影響 
Ａ ： Normal 群 、  Ｂ ： 低 酸 素 ／ 低 グル コ ース 群 、 Ｃ ： メ チ ル コバラ ミ ン 群 、      
Ｄ：シアノコバラミン群 
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図 2 低酸素／低グルコースないしグルタミン酸負荷による海馬 CA1 前シナプス電場
電位の低下に対するメチルコバラミン、シアノコバラミンの作用 
Ａ：低酸素／低グルコース（15min）負荷に対するメチルコバラミン、シアノコバラミン
の作用 
Ｂ：グルタミン酸（10mM）負荷に対するメチルコバラミン、シアノコバラミンの作用 
Ｎ：Normal 群、Ｃ：低酸素／低グルコース Control 群 
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図 3 低酸素／低グルコース（15min）ないしグルタミン酸（10mM）負荷による海馬 CA1
前シナプス電場電位の低下に対する in vivo でメチルコバラミン、シアノコバラミンを 3
日間腹腔内投与した作用 
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図 4 低酸素／低グルコース（15min）負荷による海馬 CA1 前シナプス電場電位の低下
に対するメチルコバラミンによる神経保護作用に対する L-アルギニンの作用 
Ｎ：Normal 群、Ｃ：低酸素／低グルコース Control 群 
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小括 
 
今回、低酸素／低グルコース状態またはグルタミン酸による海馬切片にて誘
導された CA1 前シナプス線維のスパイク減少に対して、in vitro で負荷した場合、メチ
ルコバラミンは保護効果を示す一方、シアノコバラミンは何ら効果を示さなかった。この
結果は、メチルコバラミンが、低酸素／低グルコース状態またはグルタミン酸誘発性の
海馬スライスにおける前シナプス機能障害からの機能的回復を誘導することを示す。
低酸素／低グルコース状態またはグルタミン酸誘発性の前シナプス繊維抑制作用の
神経的なメカニズムは、現在のところ分かっていない。Schaffer 側枝の伝導ブロックま
た CA3 ニューロン興奮性の喪失の可能性は考えられる。以前の研究で、これらの障害
が Ca2+フリー状態、プロテインキナーゼ C 阻害剤、NO 合成酵素阻害剤、グルタチオン
のような酸化還元剤および NMDA 受容体拮抗薬によって減弱することを明らかにして
いる（Shibata et al., 1992a, Shibata et al., 1992b, Shibata et al., 1995a）。しかしながら、
現在のところ、メチルコバラミンによって誘導される機能的回復の神経的なメカニズム
の詳細は分かっていない。 
シアノコバラミンは、低酸素／低グルコース状態またはグルタミン酸誘導性の
前シナプス繊維抑制作用によって海馬スライスに誘導された CA1 前シナプス線維ス
パイクの減少を減弱させなかったため、メチルコバラミンはメチル基供与体として作用
することによって機能回復を引き起こした可能性がある（図２）。コリン作動性神経の機
能は、動物の学習および記憶において重要な役割を果たすことが見出されている
（Levin and Bowman., 1986, Ridley et al., 1984, Spangler et al., 1986）。Hall（1990）は、
メチルコバラミンが、皮質培養を用いてホモシステインからメチオニンへの変換のため
のメチル基供与体として作用することを明らかにした。メチオニンは、メチオニン代謝経
路において S-アデノシル-L-メチオニン（SAM）に変換される。メチオニンおよびその
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生成物 SAM は、細胞内メチル化反応を促進する。SAM は、細胞膜のリン脂質層にホ
スファチジルコリンを形成する反応においてメチル供与体として作用する（Gibson et 
al., 1961）。SAM は、虚血誘導性のニューロン変性に有益な効果を有する（Matsui et 
al., 1987）。これは、SAM が虚血性脳内で起こるリン脂質の障害を防止する作用に起
因する可能性がある。したがって、SAM がリン脂質の合成を促進する役割は、神経毒
性の改善に関与する可能性がある。メチルコバラミンは、SAM の産生を介して CA1 前
シナプス電位の低酸素／低グルコース誘発性の機能的低下状態からの回復を誘導し
得る。 
ホモシステインは、ニューロン活動および痙攣発作の増加をもたらすことが示
されている（Blennow et al., 1979, Dewhurst et al., 1983, Wuerthele et al., 1982）。この
ようにホモシステインは中枢神経系の毒性物質であると考えられている（Hall., 1990）。
最近、ホモシステインレベルはメチルコバラミンによって減少し、メチルコバラミン欠乏
により増加することが報告されている（Araki et al., 1993）。ホモシステインはアデノシン
レベルを低下させると報告されている（Sciotti and Van Wylen., 1993）。また、アデノシ
ン受容体作動薬が興奮性神経伝達物質の放出を抑制することによって神経保護を引
き起こすことを明らかにされている（Dunwiddie and Haas., 1985）。したがって、メチルコ
バラミンは、ホモシステインレベルの減少およびアデノシンレベルの増加を介して神経
保護作用を生じ得ると考える。 
最近、Dawson ら（1991）は、皮質培養を用いて、一酸化窒素（NO）がグルタミ
ン酸の NMDA 受容体誘発性神経毒性を媒介することを明らかにしている。また、NO
産生の刺激が虚血性損傷の発生に有害な役割を果たすことを示した（Shibata et al., 
1995b）。 NG-nitro-L-arginine methyl ester 処置で CA1 前シナプス電位の低酸素／
低 グ ル コ ー ス 誘 発 性 の 低 下 が 減 弱 し 、 神 経 保 護 効 果 を 示 す も の の 、
N6-nitro-D-arginine methyl ester では神経保護効果を示さない。低酸素／低グルコ
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ース状態によって誘導される CA1 前シナプス電位の低下に対するメチルコバラミンの
保護効果は L-arginine によって増悪させたため（図４）、メチルコバラミンによる CA1 シ
ナプス前電位の低酸素／低グルコース誘導低下に対する神経保護効果には、 NO
産生が関与する。今回の結果は、海馬の前シナプス線維のスパイクを減少させるメカ
ニズムはまだ不明であるものの、ヒドロキシおよび NO2を有さない NO 関連ラジカルが、
虚血誘導神経毒性において重要な役割を果たすかもしれないことを示唆した（Shibata 
et al., 1995b）。 
メチルコバラミンを脳スライス実験に供する３日前から、毎日腹腔内投与したと
ころ、低酸素／低グルコース状態またはグルタミン酸によって誘導される CA1 前シナ
プス電位低下を減弱させることも明らかとなった（図３）。シアノコバラミンを用いた in 
vitro 実験では、低酸素／低グルコース状態またはグルタミン酸によって誘導される海
馬の機能不全から保護することができなかったが、シアノコバラミンの in vivo 連続投与
はメチルコバラミンと同様の神経保護効果を示した（図３）。In vitro 条件下では、シアノ
コバラミンはメチルコバラミンに変換することができなかった。しかし、in vivo で連続投
与したシアノコバラミンは、肝細胞においてメチルコバールメチルコバラミンに容易に
変換されることが報告されている（Allen., 1976）。 
したがって、メチル化がいかにして中枢神経系における保護効果に関連する
かは明らかではないものの、メチルコバラミンはメチル基供与体として作用することによ
って神経保護を引き起こすことが示された。結論として、本研究は、メチルコバラミンが、
低酸素／低グルコース誘発性またはグルタミン酸誘導性機能不全に対して海馬スライ
スにおける神経保護効果を有することを明らかにした。 
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Ⅱ．ドーパミン関連薬物の CA1電場電位低下に対する作用 
 
海馬は、脳虚血性損傷に対して脆弱性の高い脳領域である（Pulsinelli et al., 
1982）。グルタミン酸ならびにアスパラギン酸のような神経伝達物質の放出は、感受性
の高い脳領域における虚血性障害において主要な役割を果たすことが示唆されてい
る（Baker et al., 1991, Choi, 1987, Globus et al., 1988a, b）。背側海馬はドーパミン神
経終末を含み（Ishikawa et al., 1982）、腹側被蓋野および黒質の A9 領域からのドーパ
ミン投射を受ける（Scatton et al., 1980）。虚血中のドーパミンの過剰放出（Brannan et 
al., 1987）により、線条体および海馬における有害な作用を誘発する（Bhardwaj et al., 
1990, Chang et al., 1993, Slivka et al., 1988）。 
ドーパミン D1 受容体リガンドに対する親和性およびドーパミン D2 受容体に対
する結合部位の数は、虚血後、線条体において減少した。これらの知見は、虚血によ
るドーパミン放出が、細胞死のプロセスでのドーパミンによる神経伝達を介するドーパ
ミン D1 および D2 受容体の一過性の変化に関連することを示唆している。中枢神経系
にはドーパミン D1 および D2 受容体の両方が存在しており（Dawson et al., 1986, 
Dewar and Reader, 1989, Mansour et al., 1990, Wamsley et al., 1989）、これら２つのタ
イプの受容体は、G タンパク質に結合することによってその生物学的効果を発揮する。
ドーパミン D1 受容体はアデニレートシクラーゼを活性化し、ドーパミン D2 受容体は、
反対に、アデニレートシクラーゼ活性を阻害し、相互作用してドーパミン機能を制御し
得る（Wachtel et al., 1989, Sibley and Monsma., 1992）。ドーパミン D2 受容体は、K +
および Ca2 +チャネルと同様に、イノシトールリン酸（ＩＰ）系の Ca2+放出にも関与すること
が示唆されている。カルシウムイオンを介した細胞応答は、cAMP によって調製され得
る（Tiberi et al., 1991）。細胞内のカルシウムイオンの増加は、虚血性細胞死における
重要な誘因であると考えられている（Deshpande et al., 1987, Meyer., 1989）。これらは、
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ドーパミン受容体拮抗薬によって虚血性障害の誘発を予防され得るが、ドーパミン受
容体作動薬によって増強され得ることからも示唆している（Shibata et al., 1992b, 
Tanaka et al., 1994）。 
最近、私は、低酸素／低グルコース（脳虚血）が、海馬スライスを用いて
Schaffer 側枝（SC）の刺激によって誘発された CA1 前シナプス線維の振幅を減少させ
ることを報告した。本研究では、in vitro での脳虚血によって誘発された海馬 CA1 前シ
ナプス線維スパイクの障害に対するドーパミン受容体作動薬または拮抗薬の効果を検
討した。 
 
 
１ 実験材料ならびに飼育方法 
 
１－１ 実験動物ならびに飼育方法 
実験動物ならびに飼育方法は、第１章第１節１-１と同様に行った。 
 
１－２ 使用薬物ならびに調製法 
使用薬物ならびに調製法は、第１章第１節１-２と同様に行った。 
 
１－３ 実験方法 
実験方法は、第１章第１節１-３と同様に行った。 
 
１－４ 統計学的処理 
統計学的処理は、第１章第１節１-４と同様に行った。 
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２ 実験結果 
低酸素／低グルコース性の振幅減少は、濃度依存的にドーパミン D1 受容体
拮抗薬である SCH23390 処置によって弱められた（図５および６Ａ）が、ドーパミン D2
受容体拮抗薬であるスルピリドは、低酸素／低グルコースによる CA1 電場電位誘発の
障害に対しては効果を示さなかった（図６Ａ）。 
D1 ドーパミン受容体拮抗薬とは対照的に、ドーパミン D1 受容体作動薬
SKF38393は、低酸素／低グルコースによるCA1前シナプス繊維の電位低下を増強し、
一方で、ドーパミン D2 受容体作動薬のブロモクリプチンは増強しなかった。 （図６Ｂ） 
SCH23390 を SKF38393 の存在下で灌流すると、SCH23390 の保護効果およ
びSKF38393の低酸素／低グルコースにより誘導された減少したCA1前シナプス電位
に対する増悪作用の両方が消失した（図６C） 
通常の Krebs Ringer 溶液を使用した場合、３時間のウォッシュアウト後、正常
な非低酸素／低グルコース溶液中でこれらの薬物を２５分間処理しても CA1 前シナプ
ス電位に影響を与えなかった。 SCH23390（100μM）、SKF38393（100μM）、スルピリ
ド（100μM）およびブロモクリプチン（100μM）で 25 分間処置した海馬スライスにおけ
る CA1 前シナプス電位の振幅は、103±6.7％（n=5）、105±3.0％ （n=5）、108±6.1％
（n=4）および 111±6.9％（n=5）であった。 
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図 5 低酸素／低グルコース（15min）負荷によるラット海馬 CA1 前シナプス電場電位
の低下に対するドーパミン受容体作動薬、拮抗薬の作用 
Ａ：Normal、Ｂ：SKF38393（100μM）、Ｃ：SCH23390 (10μM)、Ｄ： SCH23390    
(10μM)+SKF38393 (100μM)、Ｅ：低酸素／低グルコース 
20 
 
  
図 6 低酸素／低グルコース（15min）負荷による海馬 CA1 前シナプス電場電位の低下
に対するドーパミン受容体作動薬、拮抗薬の作用 
Ａ：低酸素／低グルコース（15min）負荷に対する SCH23390、sulpiride の作用 
Ｂ：低酸素／低グルコース（15min）負荷における SKF38393 の増悪作用に対する
bromocriptin、quinpirole の作用 
Ｃ：低酸素／低グルコース（15min）負荷における SKF38393 の増悪作用に対する
SCH23390 の作用 
Ｎ：Normal 群、Ｃ：低酸素／低グルコース Control 群、SCH：SCH23390、SUL：
sulpiride、SKF：SKF38393、BC：bromocriptin、QP：quinpirole 
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小括 
 
この結果は、ドーパミン D1 受容体拮抗薬である SCH23390 が、虚血によって
誘発された海馬スライスにおける CA1 前シナプス線維スパイクの減少を減弱させたが、
ドーパミンD1受容体での処理によって増強され、線条体における cAMP含量を増加さ
せることを示している。cAMP 含量の変化は、細胞内 Ca2+調節機構への影響を通して
Ca2+動員に関連する応答に顕著な影響を及ぼすことが考えられる。高められた cAMP
含量の変化は、Ca2+動員を有意に増強する（Akerman and Heikkila, 1990）。細胞性カ
ルシウムイオンの増加は、虚血性細胞死における重要なトリガーであると考えられてい
る（Deshpande et al., 1987, Meyer, 1989）。したがって、ドーパミン D1 受容体拮抗薬は、
虚血誘導性機能障害に対して阻害作用を発揮し得る。実際に、アドレナリン受容体拮
抗薬が神経保護作用を有することも見出されている（Shibata et al., 1992b）。 
線条体同様、背側海馬もまた虚血に非常に脆弱であり、またドーパミン神経
終末を含む（Ishikawa et al., 1982, Scatton et al., 1980）。一時的な虚血時の海馬にお
ける急性かつ大量のドーパミン放出に関する直接的証拠がある（Bhardwaj et al., 
1990）。一般に、ドーパミン受容体 mRNA の局在化は、ドーパミン D1 受容体結合の局
在的な分布に関する情報とよく相関する（Dewar and Reader, 1989）。最も多く発現する
領域は、尾状核、側坐核および嗅結結節であり、海馬では低発現である（Sibley and 
Monsma, 1992）。しかし、最近の実験では、ドーパミン D1 受容体 mRNA の領域分布が、
海馬に見られる最も高い発現領域を有するドーパミン D5 受容体の発現と非常によく
一致することを示唆している（Dawson et al., 1986, Sunahara et al., 1991, Tiberi et al., 
1991, Sibley and Monsma, 1992）。したがって、SCH23390 による神経保護作用および
SKF38393 による有害作用は、ドーパミン D5/D1 受容体の活性化によるものである可
能性が示唆される。 SCH23390 が SKF38393 と同時に負荷されると、低酸素／低グル
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コースにより誘導された CA1 前シナプス電位の低減に対して、SCH23390 の保護効果
も SKF38393 のさらなる改善効果も打ち消した。これは、SCH23390 誘発神経保護が、
この薬剤の副作用ではなく、ドーパミン D1 受容体の減少に起因することを示す。 
ドーパミン D1 受容体作動薬、拮抗薬とは異なり、ドーパミン D2 受容体作動薬
も拮抗薬も、神経保護作用も神経障害作用も示さない。したがって、これらの薬物は、
海馬スライス標本における虚血毒性とはほとんど関係のないドーパミン D2 受容体を介
して作用し得る。脳におけるドーパミン D2 受容体タンパク質またはドーパミン D2 受容
体 mRNA の最も分布の高い領域は、尾状突起被殻、側坐核および嗅結節などの主要
ドーパミン作動性投射領域にあたる（Mansour et al., 1990）。海馬のドーパミン D2 受容
体分布は低い（Mansour et al., 1990）。ニューロン壊死におけるドーパミン神経系の関
与は、ドーパミン合成阻害ないし遊離阻害によるドーパミン量の枯渇を通して、線条体
壊死を防ぎ（Globus et al., 1987）、神経終末の損傷を減弱させる結果（Weinberger et 
al., 1985）によって支持される。 
  本研究では、アデニル酸シクラーゼ活性の増加と関連するドーパミン D1 受容
体刺激により、虚血誘導性の損傷を促進する結果を示した。ドーパミンD1受容体の遮
断は、これらの障害を減弱させる可能性がある。したがって、私の結果は、in vitro での
虚血後の神経損傷における海馬におけるドーパミンの促進的役割を示唆している。 
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第 2 章 アルコール禁断における皮質‐線条体グルタミン酸神経伝
達に関する電気生理学的、神経化学的検討 
 
  エタノールの長期摂取の中断は、痙攣、振戦、中枢神経系の過剰興奮などの
徴候を特徴とするエタノール禁断（EW: ethanol withdrawal）症候群をもたらすとよく言
われる（Davidson et al., 1995, Grant et al., 1990, Gulya et al., 1991）。臨床での重要
性は明らかであるにも関わらず、禁断症候群の生理学的根拠への理解は十分ではな
い。 
N-メチル-D-アスパラギン酸（NMDA）受容体がエタノール禁断症候群の発症
に関与しているというエビデンスが増えてきている。エタノール禁断時には、NMDA 受
容体の数を増加させ（Grant et al., 1990, Gulya et al., 1991）、海馬における NMDA 受
容体を介したシナプス応答（Morrisett., 1994）ならびに NMDA 興奮毒性（Grant., 1990）
を促進させる。さらに、エタノール禁断発作は NMDA 拮抗薬であるマレイン酸ジゾシル
ピン（MK-801）の全身投与によって効果的に抑制される（Grant., 1990）。 
線条体スライスでの High K+刺激により惹起される[3H]ドーパミン遊離はエタノ
ール禁断により減少することから、エタノール禁断症候群の発症にドーパミン受容体も
関与していると考えられている（Darden, 1977）。エタノール禁断後のドーパミン代謝は、
線条体を含むさまざまな脳領域で減少することが報告されている（Eisenhofer et al., 
1990）。中脳辺縁系ドーパミン作動性ニューロン活性は、エタノール禁断後に著しく低
下している（Diana et al., 1993）。ハロペリドールの投与によりエタノール禁断による発
作は増加するものの、L-DOPA ならびにドーパミンの頭蓋内注入によりこれらの発作を
減少させる（Blum et al., 1976）。 
興奮性、抑制性神経の要である NMDA 受容体とドーパミン受容体の両方が
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行 動 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 主 な 脳 部 位 の 候 補 は 線 条 体 で あ る 。 線 条 体 は
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate（AMPA）受容体と NMDA 受容
体の両方によって媒介される豊富な皮質入力を受け取る（Cherubini et al., 1988, 
Herrling., 1985, Jiang and North., 1991, Kita., 1996）。大幅に皮質入力がしきい値レ
ベルに近いニューロンを脱分極させるのに十分なほど強い場合には、NMDA 受容体
を介した応答はスパイクを誘発するのに十分貢献し得る。一方で、皮質入力が小さい
閾値下の興奮性シナプス後電位（EPSPs）を誘発した場合、NMDA 受容体を介する応
答は小さくなる（Cherubini et al., 1988, Jiang and North., 1991, Kita., 1996）。 
また、線条体には主要な中位線条体ドーパミン求心性神経が投射されている。
ドーパミンは、線条体ニューロンにさまざまな生理学的作用を及ぼす（Calabresi et al., 
1997, Calabresi et al., 1996）。線条体の中型有棘細胞の発火活動に対するドーパミン
の直接的な作用は、一般的に抑制的であるものの、非常に多くのメカニズムがその阻
害作用に関わっていると考えられている（Calabresi et al., 1997, Calabresi et al., 
1996）。 
また、ドーパミンは皮質入力を調節することによって、線条体ニューロンの活
性を制御すると考えられている。皮質入力のドーパミン調整機構に関して 2 つのメカニ
ズムが報告されている。１つは、ドーパミンが前シナプスからのグルタミン酸放出メカニ
ズムに影響を及ぼし、興奮性シナプス伝達を抑制する（Garcia-Munoz et al., 1991, 
Hsu et al., 1995, Maura et al., 1988）。もう１つは、ドーパミンがシナプス後のドーパミン
受容体を介して線条体の興奮性シナプス伝達を抑制する（Calabresi et al., 1987, 
Surmeier et al., 1995）。皮質-線条体系の入力の高頻度な活性化は、長期抑制（LTD）
あるいは長期増強（LTP）をもたらす（Calabresi et al., 1997, Calabresi et al., 1996）。 
線条体ニューロンのグルタミン酸作動性シナプスにおけるこれらの可塑的現象は線条
体の運動制御ならびに認知機能に関与すると考えられている。LTD および LTP を誘
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発する条件ならびに誘発する機序は依然として不明である。線条体スライスでは、皮
質入力の高頻度刺激により LTD を誘発する。Calabresi らは、長期抑制現象の誘発に
は、ドーパミン D1 受容体および D2 受容体が同時に活性化される必要があると考えて
いる（Calabresi et al., 1992a, Calabresi et al., 1992b）。 
電位依存性 NMDA チャンネルが除去されたとき（Calabresi et al., 1992c, 
Calabresi et al., 1996, Calabresi et al., 1997）、またはドーパミンが高周波刺激中にニ
ューロンに局所的に適用されたとき（Wickens et al., 1996）に、線条体スライスにおける
LTP が誘発されることが報告されている。シナプス後線条体ニューロンの細胞内脱分
極と運動皮質野の高周波皮質刺激とを組み合わせると、記録ニューロンにおいて LTP
を誘発した（Charpier and Deniau., 1997）。LTD の誘発は GABAA 受容体、AMPA 受容
体、NMDA 受容体の遮断により影響を受けない（Calabresi et al., 1992a, Lovinger et 
al., 1993, Walsh and Dunia., 1993）。 
また、代謝調節型受容体の活性化は、線条体におけるグルタミン酸作動性お
よび GABA 作動性のシナプス後電位を低下させる（Calabresi et al., 1992d, , Colwell 
and Levine., 1994, Lovinger et al., 1993, Stefani et al., 1994）。代謝調節型受容体の
LTP への関与は報告されていないが、代謝調節型受容体の活性化は、線条体におけ
る LTD の誘発メカニズムにおいて重要な役割があることが見出されている（Calabresi 
et al., 1992c, Calabresi et al., 1996）。本研究ではエタノール禁断ラットの in vitro スラ
イス標本を用いて、線条体ニューロン上の皮質グルタミン酸作動性シナプスにおける
可塑性への影響を検討することを目的とした。 
第１節では自発運動量およびアルコール禁断症状の行動指標をもとにアルコ
ール禁断動物の作製を検討すると同時に、第２節において、アルコール禁断に伴う線
条体ニューロンのグルタミン酸受容体の変化ならびにグルタミン酸神経毒性に対する
感受性の変化についての検討を行った。線条体はこのグルタミン酸性入力以外に主
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要な入力として黒質からのドーパミン性入力を有する。ドーパミン性入力は線条体に
おける運動機能の制御において中心的な役割を果たすとともに、皮質からのグルタミ
ン酸性入力と相互作用することが知られている。そこで、第３節ではアルコール禁断に
伴う線条体ニューロン機能変化におけるドーパミン性神経の関与について検討した。
第４節では細胞内記録法を用いてアルコール禁断に伴う線条体ニューロンの膜特性
の変化について検討した。 
 
第 1節 アルコール禁断モデルラットの作製 
  ラットにアルコール溶液を普通に飲ませただけでは、アルコールの代謝や中
枢神経系の感受性の問題があり、アルコール禁断症状を観察することは非常に困難
である。そこで、固体飼料の代わりにアルコールを含む液体飼料を処置する方法
（Freund., 1969）やアルコールを蒸気として吸引させる方法（Lieber and De Carli., 
1973）などが、アルコール禁断モデル作製に頻繁に用いられている。これまでの方法
ではアルコールの処置期間に体重の減少を引き起こすため、Miller ら（1980）が体重
減少を起こさないように考慮した液体飼料とその処置方法を開発した。今回の実験に
おいては、Miller らの方法をさらに改良してより簡便な方法とした Lieber ら（1982）の方
法を用いた。そこで、第１節では Lieber らの方法を用いて作製されたアルコール禁断
ラットを行動薬理学的側面から検討した。 
 
１ 実験材料ならびに飼育方法 
 
１－１ 実験動物ならびに飼育方法 
  本実験に使用した動物は、Wistar 系雄性ラット５週齢（Sea/Wistar、成和実験
動物研究所）である。恒温（２３±２℃）、恒湿（相対湿度６０％）および１２時間の明暗
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サイクル下（7:00AM 点灯）の動物飼育室でステンレス製アイソレーションボックス
（20x20x20cm）内で 1 匹ずつ飼育を行った。その間、Lieber ら（1982）の方法によりアル
コール禁断ラット群においては表３のスケジュールで２％から始めて４％まで２日ごとに
エタノールの濃度を上げていき、その後８日間、５％のエタノールを含む液体飼料を与
え、８日目の夕刻にエタノールを含まない液体飼料に置き換え、１５～２０時間の休薬
を行った。これに対し対照群においては、Sucrose でカロリー調節を行った液体飼料を
与えた。 
表３ アルコール禁断ラットモデル作製スケジュール 
 
１－２ 使用薬物 
使用した薬物は、９９．５％エタノールならびに Sucrose である。いずれも林純
薬工業特級試薬を用いた。液体飼料用の粉末はオリエンタル酵母社製のものを用い、
表４の割合で混合し、溶解しにくい原料があるので家庭用ハンドミキサーを用いて高
速回転にて撹拌した。 
表４ アルコール用液体飼料の作製 
 
EtOH濃度 飼料粉体量 添加Sucrose量 99.5%EtOH量 H2O
Control(0%) 215.33g - -
2% 124.33g 54.6g 25.2mL
3% 36.4g 37.8mL
4% 18.2g 50.4mL
5% - 63.1mL
full up 1 litter
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１－３ 実験方法 
 
１－３－１ 自発運動量測定法 
  自発運動量の測定は、62x50x50cmのボックス内に30x35x17cmのケージを置
き、この中にラットを入れ、点灯下、赤外線エリアセンサー（Omuron 社製）により休薬直
後から１５～２０時間行った。このセンサーは動物の水平、垂直方向の運動量を測定で
き、磁場変化量測定型自発運動量簡易測定センサー(アニメックス型／株式会社ニュ
ーロサインス)により測定できる運動の種類と類似している。 
 
１－３－２ アルコール禁断モデルの行動評価法 
  行動評価は、ラット断頭前３０分間、Danysz ら（1992）ならびに Davidson ら
（1995）が用いている表５に記した行動指標を用いて観察した。 
 
１－４ 統計学的処理 
  値はすべて平均±標準誤差で表し、データの有意差検定は Student’s t-test
あるいは repeated measure ANOVA を用いて行った。 
 
２ 実験結果 
 
２－１  アルコール休薬に伴う自発運動量低下 
  アルコール休薬後の自発運動量変化の時間経過を示した。慢性投与直後か
ら自発運動量低下が著しく、２～１３時間後に有意な減少が認められた（データは示さ
れていない）。また、表５に示すように、それぞれの群の自発運動量の総和の平均が、
対照ラットならびにアルコール禁断ラットではそれぞれ 116.0±16.9 count/hour (N=19)、
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24.8±5.8 count/hour (N=31)で、対照ラットに比べて有意に減少していた（p<0.001 vs 
対照ラット, Student’s t-test）。 
 
２－２  アルコール禁断モデルの行動評価 
  １５～２０時間エタノールを飲ませたすべてラットは、驚愕反応の増加や自発
発作を含む興奮性亢進の明らかな行動症状を示した。３１匹のエタノール禁断ラットの
うち２匹は緊張性発作を起こし、その後呼吸停止し、そして死亡した。アルコール禁断
の行動指標に該当するスコアのみを加算したものの平均が表５に示してあるが、対照
ラット群と比較して有意に行動指標は上昇していた（p<0.001 vs 対照ラット, Student’s 
t-test）。 
 
表５ アルコール休薬後の単位時間あたりの総自発運動量および行動指標による評価 
 
 
 
 
 
 
 
対照ラット エタノール禁断ラット
自発運動量
(Count/hour)
116.0±16.9(19) 24.8±5.8(31)***
行動指標
(15～20ｈｒ)
1.3±0.2(19) 9.6±0.1(31)***
*** p<0.001 vs 対照ラット
行動指標
0:     変化なし
1:     猫背、激しい震え, 立毛、同一場所回転、歯をガタガタさせる、怯えてジャンプ、ケージの周りをゆっくり回転
2:     高活動性、ケージの周りを早く回転, 連続した激しい震え、発声
3:     横転し続けている、 暴れ回る、立ち上がりと立ちすくみ、中等度の回避行動
4:     強直間代発作、強い逃避反応
5:     死亡
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第 2 節 アルコール禁断に伴う線条体ニューロンのグルタミン酸受
容体の変化に関する検討 
 
１ 実験材料ならびに実験方法 
 
１－１ 実験動物ならびに飼育方法 
  実験動物ならびに飼育方法は、第２章第１節１-１と同様に行った。 
 
１－２ 人工栄養液の調製方法 
  スライス標本の人工栄養液として Krebs Ringer 液を用いたが、表１と一部異な
るため、化学的組成を表６に示す。KH2PO4、d-glucose は林純薬工業、NaCl、KCl、
MgSO4、NaHCO3、CaCl2は和光純薬のいずれも特級試薬を用いた。この Krebs Ringer
液は、３７℃恒温槽中で保温しながら９５%O2／５%CO2 混合ガスを３０分以上通気し、酸
素を飽和させた。この操作で出来上がった溶液は pH 約 7.4、浸透圧は約 307mOsm と
なり、生体内とほぼ同一の値となる。なお、特に明記しない限り Krebs Ringer 液は実験
期間中、常に９５％O2／５％CO2 混合ガスを通気した。また、本実験に用いた水は、す
べて自動蒸留装置（Yamato WG25）によって蒸留精製したものを超純水製造装置
（Milli Q、Millipore）に通したものである。 
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表６ Krebs Ringer液の組成表 
 
（95% O2 / 5% CO2 gas） 
 
 
１－３ 線条体スライス標本の作製方法ならびに保生法 
  ラットの胸部および頸部を殴打した後、頭頂部を開頭して脳組織を損傷しな
いようにすばやく脳を摘出し、約４℃の Krebs Ringer 溶液中に入れ、数分間冷却した。
この操作により、神経細胞の代謝および酵素活性を一時的に低下させ、酸素供給不
足による損傷を防ぐとともにスライス標本作製が容易となる。脳底部を水平面に切断し
た後、上下の不要脳部位を切断し、さらに正中線で切断することにより２分した。このよ
うに作製した脳組織を平面より約 15 度の角度で傾けたカミソリ刃をもつビブラトーム
（Vibroslice, 752M, Campclen. Instrument）の試料台に寒天ブロック（寒天末を蒸留水
に４％となるように加熱溶解し、約４℃に冷却して作製したものとともに瞬間接着剤（ア
ロンアルファー）で接着固定した。次に試料台内を約４℃に冷却した Krebs Ringer液を
満たし厚さ 400μm の前額断面スライス標本を作製し、さらにカミソリ刃でトリミングする
Compound
    NaCl  126.0 mM
    KCl 5.0 mM
    KH2PO4 1.3 mM
    MgSO4 1.3 mM
    CaCl2 2.4 mM
    NaHCO3 26.0 mM
    d-glucose 10.0 mM
Concentration
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ことにより線条体の核群のみを含むスライス標本とした。このようにして作製したスライス
標本は９５％O2 と５％CO2 の混合ガスで通気した Krebs Ringer 液の中で少なくとも 30
分以上保生した。 
 
１－４ 実験装置 
  スライス容器はアクリル製で記録用槽と水槽より成っている。水槽内の水はヒ
ーターによって３５℃に保たれており、灌流液はこの水槽を通過した後、流速
3.5mL/min のスピードで記録用槽に入る。記録容器の底面はやや傾いており、このた
め灌流液はスライス標本の底面を通過した後に自然落下し、これをペリスタポンプによ
って吸引除去した。また、スライス容器内に水分を飽和し、３５℃に保たれた９５％O2 と
５％CO2 の混合ガスを満たすことによりスライス標本の表面の乾燥ならびに酸素欠乏を
防いだ。 
 
１－５ 記録電極作製（細胞外記録） 
  細胞外記録電極にはガラス電極を用いた。外径 1.5mm のΩ型ガラス毛細管
（成茂製）を微小電極作製機（成茂）によって細く引き、resin desk（日本ディスク）の破
片を用いてガラス電極の先端を折り、先端の外径を 20～30μm とし、この中に Krebs 
Ringer 液を満たした（電気抵抗２－６MΩ）。 
 
１－６ 記録電極作製ならびに細胞内記録法 
  記録電極は外径 1.2mm、内径 0.6mm の型ガラス毛細管（Frederick Haer）より
Brown-Flauring 電極作製器（Sutter Inst. Co., Model P-80/PC）を充填し、このうち整
流作用のないものを選んで用いた。細胞内記録には、ブリッジバランス回路を備え、同
一電極で記録ならびに通電のできる高入力インピーダンスの微小電極用増幅器
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（Neurodate, IR183）を用いた。記録用ガラス電極から誘導される電気的変化は微小電
極用増幅器で増幅した後、ブラウン管オシロスコープ（VC-10、日本光電）にて観察す
るとともに X-Y プロッターを用いて記録した。 
 
１－７ 刺激電極作製ならびに刺激方法 
  刺激電極には直径 0.25mm のステンレススチール線の先端約 0.5mm を残して
ポリウレタンで絶縁した双極電極を用いた。実態顕微鏡下で操作しながら刺激電極
（STIM）を白質（White Matter）上に設置した。刺激にはパルス幅 0.2msec、刺激強度
1-15V、刺激頻度 0.1Hz の矩形波を用いた。また記録は線条体内より行った。 
 
１－８ 試薬ならびに調製方法 
  実験に用いた薬物は以下の通りであり、それぞれの所要濃度に Krebs Ringer
溶液中に溶解し灌流適用した。 
6-cyano-7-nitro-quinoxaline-2,3-dione (CNQX, Research Biochemical. Ltd.), 
Dibenzocycloheptenimine (MK-801, Research Biochemical Inc.), DL-2-amino-5- 
phosphonovaleric acid (APV, SIGMA), 7-Chlorokynurenic acid (7-Cl-KYN, Research 
Biochemical. Inc.), (RS)-Methyl-4-carboxyphenyl-glycine((RS)-MCPG, TOCRIS 
COOKMAN) 
 
１－９ 統計学的処理 
  値はすべて平均±標準誤差で表し、データの有意差検定は repeated 
measure ANOVA あるいは Student’s t-test を用いて行った。 
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２ 実験結果 
 
２－１ 高頻度刺激により誘発される後シナプス電位へのアルコール禁断の影
響 
  図７Ａ、Ｂでは対照ラット、アルコール禁断ラット間での 200Hz.35msec
の高頻度刺激によるシナプス電位の変化を比較検討した。アルコール禁断ラッ
トにおける減衰時間の増加は APV（50μＭ）で著明に抑制された（図７Ｂ）。対
照ラットのスライスに記録されたすべての線条体ニューロンにおいて、皮質下の白質で
の高頻度刺激（50Hz、20 秒）により、1～5 分間持続した抑制性シナプス後電位（DPSP）
の高頻度刺激後の増強現象（PTP）を誘発し、その後、DPSP の振幅が減少した（図８
Ａ）。 DPSP の振幅の減少は 20 分を超えて持続したことから LTD 現象が誘発されたと
考える。高頻度刺激の 20 分後に測定された DPSP の相対振幅は 92.9±14.3％（n=5）
であった。対照的に、エタノール禁断ラットの線条体スライスでは、高頻度刺激は非常
に顕著な PTP を誘発し、PTP の後に少なくとも 20 分間持続した DPSP の LTP 現象が
誘発された。増加した PTP および LTP は、エタノール禁断ラットから記録された６つの
線条体ニューロンのうち５つにおいて観察された（図８Ｂ）。試験した６つのニューロン
のうちの１つは、DPSP の振幅の変化は示されなかった。 
高頻度刺激の 20 分後に測定された DPSP の相対振幅は 120.5±2.7％（n=6）
であった。顕著な PTP および LTP のために、エタノール禁断ラットからの高頻度刺激
後に線条体ニューロンに記録された DPSP の平均相対振幅は、対照ラットより有意に
大きかった（図８Ｃ）。DPSP の LTP は静止膜電位またはニューロンの入力抵抗の変化
と関連していなかった。以前の研究では皮質の高頻度刺激が母集団の LTD を誘発す
ることを示していた（Calabresi et al., 1992a, Lovinger et al., 1993, Walsh., 1993）ので、
エタノール禁断ラットの線条体でも同様の試験を行った。対照ラットの線条体スライス
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において、population spikes の振幅は高頻度刺激後に有意に減少し（図９、表７）、線
条体における LTD 現象に関するこれまでの結果と一致していた。すなわち、高頻度刺
激により population spikes において異なるパターンの変化を誘発した。population 
spikes の振幅は一過性に低下し、高頻度刺激後に徐々に増加した。高頻度刺激後約
30 分で、population spikes の振幅は安定したレベルで増強を形成する LTP に達した
（図９）。高頻度刺激後の population spikes の相対振幅は、対照ラットからのものより有
意に大きかった（図９Ｂ、表７）。 
細胞内記録において、高頻度刺激により線条体ニューロンにおいて DPSP の
振幅の一過性 PTP を誘導したものの、電場電位測定においては、同じ高頻度刺激に
より population spikes の振幅の一過性の低下を誘発した。細胞内電流パルス通電に
関する実験は、線条体ニューロンのスパイク閾値が高頻度刺激後に一時的に上昇す
ることを示した（データは示さず）。これらの結果より、population spikes の短期的な抑
制は、高頻度短発刺激後に湯発される細胞内トランスミッターの放出の減少によるもの
ではない（Lovinger et al, 1993）という報告とも一致する。 
 
表７ 対照ラット、エタノール禁断ラット線条体スライスにおける各種薬物の population 
spikes の振幅への影響  
 
 
すべての値は平均値±標準誤差。電場電位の振幅は、高頻度刺激 30 分後に測定された。カッコ内には各例数を示す。＊p<0.001、†p<0.01 vs 無処置群
（Naive/Standard）、‡p<0.001、§p<0.01 vs エタノール禁断群（EW/Standard）。すべての有意差検定は repeated measure ANOVA で行った。 
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図７ 白質単発刺激により誘発されるシナプス電位に及ぼす NMDA 受容体拮抗薬の影響  
Ａ：対照ラット、Ｂ：エタノール禁断ラット 
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図８ 高頻度刺激により誘発される DPSP の振幅の経時的変化の比較  
Ａ：対照ラット群の高頻度刺激後の DPSP 典型例 
Ｂ：エタノール禁断ラット群の高頻度刺激後の DPSP 典型例 
Ｃ：対照ラット群、エタノール禁断ラット群の高頻度刺激後の DPSP の振幅の経時的変化 
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図９ 高頻度刺激により誘発される population spikes の振幅の経時的変化の比較  
Ａ：対照ラット群の高頻度刺激後の population spikes 典型例 
Ｂ：エタノール禁断ラット群の高頻度刺激後の population spikes 典型例 
Ｃ：対照ラット、エタノール禁断ラット群の高頻度刺激後の population spikes の振幅の経時的変化 
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２－２ アルコール禁断ラットにおいて高頻度刺激により誘導される後シナプ
ス電位の長期増強現象とその増強現象に対するグルタミン酸受容体関連薬物の
作用 
  脳領域の主要な部位では、LTP の形成へのグルタメート受容体の関与は十
分証明されている（Nicoll et al, 1988）。ラット線条体における LTD に関する以前の研
究でもグルタメート拮抗薬の効果が扱われている（Calabresi et al, 1992a, Lovinger et 
al, 1993, Walsh, 1993）。そこで、エタノール禁断ラットの線条体切片における LTP の誘
発に対するグルタミン酸受容体拮抗薬の作用を検討した。高頻度刺激 30 分前に拮抗
薬を灌流する Krebs Ringer 液中に適用した。APV（50μM）の適用中に高頻度刺激を
加えたところ、線条体スライスにおける population spikes の LTP の誘発は完全に抑制
された（図１０、表７）。  
また、NMDA 受容体グリシン部位の拮抗薬である 7-Cl-KYN（30μM）を高頻
度刺激の間に適用したところ、LTP の誘導が完全に抑制された（図１０、表７）。高頻度
刺激の直後に Krebs Ringer 溶液に戻しても、population spikes の振幅の LTP は誘発
されなかった。population spikes の一過性抑制の誘発は、APV または 7-Cl-KYN のい
ずれによっても影響を受けなかった。代謝型グルタミン酸受容体が LTP の誘発に関与
している可能性を評価するために、代謝型グルタミン酸受容体拮抗薬である MCPG の
効果を調べた。 MCPG の適用により、高頻度刺激後の一過性抑制および population 
spikes の誘発を阻害せず顕著な PTP を抑制したものの、LTP の誘発には影響を受け
なかった（図１０、表７）。 
上記の NMDA 拮抗薬を用いた実験の結果は、エタノール禁断ラットにおける
LTP の誘発が NMDA 受容体を介する応答の増加に起因し得ることを示唆している。こ
の可能性を確認するために、NMDA 受容体を介するシナプス応答成分を完全に活性
化することが知られている、Mg2+を含まない条件下で対照ラットから得た線条体切片を
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用いて高頻度皮質刺激の効果を調べた。高頻度皮質刺激により、顕著な PTP および
高頻度刺激後 20 分まで継続する population spikes の振幅増強を誘発した。しかしな
がら、population spikes の振幅は、高頻度刺激後 30 分以内に高頻度刺激前のレベル
に戻った（図１０Ｃ、表７）。この結果より、観察された現象は LTP ではなく短期間の増
強作用であったことから、LTP を誘発するには NMDA 応答成分の増強だけでは十分
ではないことが明らかとなった。エタノール禁断ラットの線条体スライスでは、高頻度皮
質刺激により顕著な PTP が惹起され、その後 population spikes の LTP が誘発された
（図１０C）。 
高頻度刺激の３０分後に測定された相対的 population spikes の振幅は、対照
ラットでの Mg2+を含んだ Krebs Ringer 溶液で得られたものと同様であった（表７）。これ
らの観察より、NMDA 受容体の活性化がエタノール禁断ラットの線条体スライスにおけ
る population spikes の LTP の大きさを顕著に増強するが、対照ラットから得られたスラ
イス線条体において LTP を誘導するには不十分であることを示している。 
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図１０ 高頻度刺激により誘発される population spikes の振幅の経時的変化の比較 
Ａ：エタノール禁断ラットにおける APV（50μM）、7-Cl-KYN（30μM）、MCPG（250μM）群の典型例 
Ｂ：高頻度刺激後の各群の population spikes の振幅の経時的変化 
Ｃ：Mg2+ free 条件下での高頻度刺激後の各群の population spikes の振幅の経時的変化 
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第 3節 アルコール禁断に伴う線条体ニューロンのドーパミン受容
体の変化に関する検討 
 
Ⅰ．白質刺激により誘発される線条体での反応へのドーパミン神経系の関与 
 
１ 実験材料ならびに実験方法 
 
１－１ 実験動物ならびに飼育方法 
実験動物ならびに飼育方法は、第２章第１節１-１と同様に行った。 
 
１－２ 人工栄養液の調製方法 
人工栄養液の調製方法は、第２章第２節１-２と同様に行った。 
 
１－３ スライス標本の作製ならびに保生法 
スライス標本の作製ならびに保生法は、第２章第２節１-２と同様に行った。 
 
１－４ 実験装置 
実験装置は、第２章第２節１-２と同様の装置で行った。 
 
１－５ 記録電極作製ならびに細胞内記録法 
記録電極作製ならびに細胞内記録法は、第２章第２節１-２と同様に行った。 
 
１－６ 刺激電極作製ならびに刺激方法 
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刺激電極作製ならびに刺激方法は、第 2 章第２節１-２と同様に行った。 
 
１－７ 試薬ならびに調製方法 
  実験に用いた薬物は以下の通りであり、それぞれの所要濃度は Krebs Ringer
液中に溶解し灌流適用した。 
  nomifensine malate (RBI)、 L-ascorbic acid（林純薬）、Dopamine (Sigma)、
R(+)-SCH23390 (Research Biochemical Inc)、(±)Sulpiride (Sigma)、
DL-2-amino-5-phosphonobaleric acid (APV, Sigma) 
 
１－８ 統計学的処理 
  値はすべて平均±標準誤差で表し、データの有意差検定は repeated 
measure ANOVA あるいは Student’s t-test を用いて行った。 
 
２ 実験結果 
  対照ラットから得られた線条体スライスにおける LTD の誘導にはドーパミン受
容体の活性化に依存しており（Calabresi et al, 1992a., Calabresi et al., 1992b, 
Calabresi et al., 1997）、これまでの実験でも、比較的低い周波数（20Hz、5 秒）で刺激
すると、線条体スライスにおいてドーパミン放出が長期的に増強されることを示してい
る（Ochi et al., 1995）ことから、エタノール禁断ラットの線条体における LTP の誘発に
対するドーパミンの効果を調べた。高頻度刺激の 30 分前に、最終濃度 30μM になる
ようにアスコルビン酸 300μM 含有の灌流 Krebs Ringer 溶液に溶解したドーパミンとノ
ミフェンシン（1μM）を適用した。ドーパミンの適用により、population spikes の振幅を
約１０％抑制したものの有意なものではなかった。 ドーパミンの適用中に高頻度刺激
を加えたところ、エタノール禁断ラットの線条体スライスにおける LTP の誘発は有意に
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抑制された（図１１、表７）。同時に、高頻度刺激によって誘発された一過性の抑制の
程度は、ドーパミンの適用により有意に増加した（P<0.05, Student’s t-test）。LTP の
誘導に対するドーパミン抑制効果に関与する受容体サブタイプを決定するために、D1
受容体拮抗薬 R(+)-SCH23390、または D2 受容体拮抗薬 L-Sulpiride をドーパミンと
共に適用した。 R(+)-SCH23390（1μM）は、LTP の誘導に対するドーパミンの抑制効
果に有意な影響を及ぼさなかった（図１１、表７）。 ドーパミンの抑制効果は、
L-Sulpiride（1μM）によって有意に拮抗された（図１１、表７）。 
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図１１ アルコール禁断ラットにおいて高頻度刺激により誘発される LTP 形成へのドーパミン関連薬物の
影響 
  DA：dopamine、SCH：SCH-23390、Sul：L-Sulpiride 
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第 4節 アルコール禁断に伴う線条体ニューロンの電気的膜特性の
変化に関する検討 
 
１ 実験材料ならびに実験方法 
 
１－１ 実験動物ならびに飼育方法 
実験動物ならびに飼育方法は、第１章第１節１-１と同様に行った。 
 
１－２ 人工栄養液の調製方法 
人工栄養液の調製方法は、第２章第２節１-２と同様に行った。 
 
１－３ スライス標本の作製ならびに保生法 
スライス標本の作製ならびに保生法は、第２章第２節１-３と同様に行った。 
 
１－４ 実験装置 
実験装置は、第２章第２節１-４と同様に行った。 
 
１－５ 記録電極作製ならびに細胞内記録法 
記録電極作製ならびに細胞内記録法は、第２章第２節１-５と同様に行った。 
 
１－６ 刺激電極作製ならびに刺激方法 
刺激電極作製ならびに刺激方法は、第２章第２節１-６と同様に行った。 
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１－７ 試薬ならびに調製方法 
  実験に用いた薬物は以下の通りであり、それぞれの所要濃度に Krebs Ringer
溶液中に溶解し灌流適用した。 
tetraethylammonium bromide (TEA, Sigma) 、 tetrodotoxin (TTX, Sankyo) 、
1,2-bis-(-o-aminophehoxy) –ethane-N, N, N’, N’, -tetraacetic acid acetoxymethyl 
ester (BAPTA-AM, Calbiochem-Novabiochem Corporation), biocytin (Sigma) 
 
２ 実験結果 
対照ラットおよびエタノール禁断ラットとの間で、静止膜電位および線
条体ニューロンの入力抵抗などの受動的膜特性には有意な差は認められなかっ
た（表８）。対照ラットおよびエタノール禁断ラットの線条体ニューロンにおけ
る皮質下の白質での単発サブスパイク刺激によって誘発された脱分極シナプス
後電位（DPSP）の平均潜時および振幅の間にも有意差はなかった（表８）。対照
ラットおよびエタノール禁断ラットの線条体ニューロンにおいて誘発された
DPSPは、CNQX（4μM）によってほぼ完全に抑制された（データは示さず）。これ
らの観察は、皮質‐線条体線維での伝導時間および線条体ニューロンの閾値が、
対照ラットおよびエタノール禁断ラットで類似していたことを示している。 
皮質下の白質での反復サブスパイク電気刺激（５msのスパイク間間隔で
8回刺激）により、線条体ニューロンのシナプス後応答は対照ラットとエタノー
ル禁断ラットの間で明らかに異なっていた。対照ラットから得られたスライス
において、反復刺激により線条体ニューロンにおいてゆっくりとした下降相を
有する DPSPを誘導した（図７Ａ）。対照的に、エタノール禁断ラットのスライ
スでは、反復刺激によって誘発された DPSPの後にプラトー様の電位が続いた（図
７Ｂ）。したがって、エタノール禁断ラットのニューロンから記録された DPSP
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の半減期は、対照ラットのそれよりも有意に長かった（表８）。 
競合的 NMDA拮抗薬である APV（50μM）を適用しても、対照ラットで観
察された反復刺激によって誘発される DPSPに対して有意な効果を及ぼさなかっ
たものの、エタノール禁断ラットの線条体で観察されたプラトー様の電位を有
意に減少させた。結果として、エタノール禁断ラットにおける DPSPの半減期は、
対照ラットの 55.6％（n=4）まで減少した（図７Ｂ）。 
 
表８ エタノール禁断による膜電位および膜抵抗への影響 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
すべての値は平均値±標準誤差。＊p<0.05 vs 無処置群。すべての有意差検定は Student’s t-test で行った。カッコ内には各例数を示す。 
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小括 
 
 今回はエリアセンサーで評価できる常同行動を含む総行動量を自発運動量
として測定した。エタノールによる自発運動量の低下には、主に中枢ドーパミン神経系
が関与していると考えられる（Carlsson et.al., 1989, Criswell et al., 1993）。さらに、行
動指標によるアルコール禁断モデルの評価では、アルコール休薬後に、過興奮、けい
れん、振戦などが観察され行動指標に有意な差が出ており、Danysz ら（1992）ならび
に Davidson ら（1995）の結果とも一致していた。 
本研究では、比較的低頻度（50Hz、20 秒）の高頻度刺激によりエタノール禁
断ラットの線条体において NMDA 受容体依存性の LTP 現象を誘発することを見出さ
れたことが大きな進捗である。電気生理学的研究は、皮質‐線条体入力が AMPA／
kainate および NMDA 受容体の両方を介していることを示唆している。線条体ニューロ
ンが通電によって（Cherubini et al., 1988）または強力な反復皮質刺激によって（Kita., 
1996）完全に脱分極する際には、NMDA 受容体を介した応答は重要な要素となる。反
復または高頻度刺激により、複雑なメカニズムによって NMDA 応答を増強する可能性
がある。 
細胞外 K+濃度の増加は、膜の脱分極をもたらし、そして NMDA チャネルの電
位依存性 Mg 遮断を除去することによって NMDA 受容体を介する応答の増強に寄与
することが考えられる。細胞外 K+の蓄積も GABAA 受容体を介した阻害の効果を低下
させ（McCarren et al., 1985）、ニューロンの脱分極にさらに寄与する可能性がある。最
近、Morrisett（1994）は、ラット歯状回における NMDA 受容体依存性の後放電がインビ
トロでのエタノール禁断後に増強されることを報告した。この結果は、エタノール禁断ラ
ットの海馬において GABAA 受容体機能が低下した報告（Durand et al., 1984, Rogers 
et al., 1992）ならびに NMDA 受容体の数が増加した報告（Grant et al., 1990, Gulya et 
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al., 1991）と一致していた。エタノール禁断ラット線条体で同様の変化が起こるかどうか
はこれまでのところ確認されていない。 
そこで、NMDA 受容体を介する応答の増加のみで LTP を誘発し得る可能性
について検討した。対照ラット線条体では、Mg2+を含まない溶媒の灌流により、強い
PTP を誘発した後、LTP を誘発した。この結果は、Walsh & Dunia（1993）らによる報告
と非常に類似しており、彼らは Mg2+を含まない条件下での線条体ニューロンにおける
脳梁の高頻度刺激後の LTP を誘発することはなく、短期間の増強の発現傾向が見ら
れた程度であったことを示していた。すなわち、シナプス応答の NMDA 受容体を介す
る成分はエタノール禁断ラット線条体において増強されたが、その増強は高頻度皮質
刺激後の LTP の誘発には十分ではなかったと推測する。 
高頻度皮質刺激後のエタノール禁断ラット線条体における LTP 現象の誘発
は、D2 受容体活性化によって有意に抑制された。エタノール禁断ラット線条体におけ
るドーパミン作動性神経伝達が損なわれていることが報告されている。線条体スライス
標本における High K+刺激によって誘発される[3H]ドーパミンの遊離は減少している
（Darden et al., 1977）。線条体を含む様々な脳領域でのドーパミンの代謝率もエタノ
ール禁断後に減少している（Eisenhofer., 1990）。このように、ドーパミン作動性神経伝
達の回復は、LTP 現象の誘発における中心的な役割であると強く支持されている。 
最近、Calabresi ら（1997）は、 10〜20 秒間隔での高頻度皮質刺激（100 Hz、
1〜3 秒間）の通電は、D2 受容体ノックアウトマウスの線条体スライスにおいて NMDA
受容体を介するLTPを誘発することが報告されている。さらに、野生型マウスの線条体
スライスにおいて LTP を誘発したものの、誘発された LTP の振幅は D2 受容体拮抗薬
である L-Sulpiride によって有意に増加した。これらの結果に基づき、D2 受容体の活
性化は通常、NMDA 受容体依存性の LTP 現象の誘発に対して負の制御を及ぼすと
推測された。 
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比較的低周波（20 Hz、5 秒）での高頻度刺激により、線条体におけるドーパミ
ン遊離の長期増強を生じ、その増強現象にはNMDA受容体の活性化された成分を含
むことを以前に示した（Ochi et al., 1995）。これらの報告より、線条体における LTP を
制御するためのメカニズムにさらに考察を加えることができる。対照ラット線条体では、
ドーパミン遊離の長期増強現象には D2 受容体を活性化し、NMDA 受容体を介した皮
質‐線条体系の興奮性入力を抑制していると考えられる。NMDA 受容体の応答性の低
下により、皮質の高頻度刺激後の LTP の誘発を阻害している。エタノール禁断ラットで
は、黒質‐線条体ドーパミン作動性神経伝達は部分的に損なわれており、さらに LTP
の発現において D2 受容体の負の制御機構を失った結果、LTP を誘発するのに必要
なシナプス応答の強力な増強により LTP 現象は形成される。アルコール禁断ラットの
線条体スライスにて誘発される population spikes の振幅の一過性の強い抑制現象のメ
カニズムは不明のままである。 
代謝型グルタミン酸受容体拮抗薬である MCPG は、一時的な抑制現象を部
分的に回復させた。線条体ニューロンにおける NMDA と代謝型グルタミン酸受容体と
の間の相互作用は依然として論争の的になっている（Colwell et al., 1994, Pisani et al., 
1997）が、高頻度皮質刺激による代謝型グルタミン酸受容体活性化により、NMDA 受
容体の応答性の一過性の抑制ならびに population spikes の振幅の減弱をもたらすと
推測できる。一過性の抑制現象は、LTP の誘発を減少させるように作用し得る。一過
性の抑制現象は、Mg2+を含まない条件下では完全に打ち消された。Mg2+を含まない
条件下では、完全に活性化された NMDA 受容体により、一過性の抑制現象に代わっ
て代謝型グルタミン酸受容体を介した抑制ならびに PTP の誘発を優先させる可能性
がある。 
皮質‐線条体系のグルタミン酸作動性ニューロン投射は、大脳基底核の運動
機能ならびに認知機能において主要な役割を果たすと考えられている。本研究は、対
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照ラットとエタノール禁断ラットの線条体において、皮質下の高頻度白質刺激後の PSP
および population spikes の短期、長期のさまざまな現象の誘発において、顕著な違い
を示すことができた。 したがって、線条体における異常なシナプス可塑性の発達がエ
タノール禁断症候群の一因となると仮定することが合理的であると考える。高頻度刺激
によるさまざまな現象は、線条体における NMDA 受容体ならびにドーパミン作動性神
経伝達の変化によるものと思われる。線条体における黒質‐線条体系のドーパミンの
喪失とそれに伴う NMDA 受容体を介した皮質‐線条体系の神経伝達の過興奮は、パ
ーキンソン病の運動症状において極めて重要な役割を果たすことが示唆されてきた
（Calabresi et al., 1997, Calabresi et al., 1996）。エタノール禁断ラットにおいても２つの
主要な神経入力系の類似する不均衡の症状があるのかもしれない。 
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第 3章 脳虚血モデル、アルコール禁断モデルの有用性検証 
 
第１章、第２章で用いた in vitro 低酸素／低グルコース負荷モデルは、ex vivo
アルコール禁断モデルともに脆弱性の高い海馬ならびに線条体を用いたハイスルー
プット型モデルである。さらに、用いた電気生理学的手法は、中枢の切片を用いること
から中枢神経系の薬理学的研究を進める上で、断片的であっても神経変化をダイナミ
ックに捉えることが可能となる。創薬に繋げるためのモデルとして両者を捉えた場合、
虚血性脳卒中、アルコール性脳卒中病態の的確な再現性、有用性、汎用性の面で大
変興味深い。そこで、脳虚血モデル、アルコール摂取障害モデルという切り口で、モ
デルの有用性、汎用性ならびにここ約 20 年間の当該疾患領域の創薬研究の進展に
ついて調べた。同時に、最近の疾患モデルのトレンドと橋渡し研究としての意義につ
いて言及する。 
 
 
第1節 脳虚血モデル 
 
血管障害を主因とする虚血性脳卒中は、本邦における死因第３位であり、脳
に進入する血管を閉塞させる血餅によって引き起こされ、重篤な血流障害をもたらし
神経細胞死にいたる。抗血小板作用あるいは既存の凝血塊を分解する抗血栓症薬は
神経保護作用を有するものの、これらは主として脳血管系を標的とするため、外因性
または間接的な神経保護剤と見なされる（Ginsberg., 2008）。脳虚血後、グルタミン酸
受容体活性化、興奮毒性、細胞へのCa2+流入などの複雑な生化学的事象が誘導され、
最終的には神経細胞死を招くことから、多くの分子標的薬を用いて神経保護を目的と
した薬理学的な検討が試みられてきた（Sutherland et al., 2012）。前臨床試験では、神
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経保護作用を有する数種の分子標的に対して１,０００以上の神経保護試験が試され
た。しかし、残念ながら、ほぼ２００回を数えるさまざまな臨床試験が繰り返されたが、臨
床的に虚血性脳卒中に対する神経保護を確認する試験の成果は限定的であった
（Minnerup et al., 2012）。 
 
１－１ 脳虚血に対する薬物療法と疾患モデルの変遷 
 
脳虚血後の血流が減少した脳領域の中心では、血流が枯渇し、ニューロンは
数分以内に不可逆的な細胞死を経験する。潜在的なパーキンソン病、外傷性脳損傷
ならびに虚血性脳卒中などの疾患誘発に関わる脳損傷部位を保護するためのアプロ
ーチ（Kincses and Vecsei, 2011, Kelso and Pauly, 2011, Sutherland et al., 2012）として、
これまでに「神経細胞の保護」を目的としたニューロン自体への直接的な作用を有す
る神経保護剤の探索が後を絶たない。多数の前臨床試験が行われ、急性脳卒中の治
療のために検討された潜在的な神経保護作用を有する候補化合物が見出された（表
９）。しかし、そのほとんどは、臨床試験で有効性あるいは安全性を証明できていない
（Minnerup et al., 2012）。これらの中でも、１）NMDA 受容体、２）活性酸素種（ROS: 
Reactive Oxygen Species）、３）低酸素誘導因子（HIF: hypoxia-inducible factor）が創
薬の可能性が高い作用機作として挙がっているものの、その分子標的が明確になっ
ていない。 
これまでの NMDA 受容体拮抗薬研究の失敗は、NMDA 受容体に関連するイ
オンチャンネルおよび生存に不可欠なシグナル伝達経路遮断による副作用に由来す
る（Ikonomidou and Turski., 2002）。有望な分子標的として NMDA 受容体関連タンパク
質 PSD-95 の阻害は、NMDA 受容体/ PSD-95 / nNOS 複合体の形成を妨げ、それに
よって有害な NO の生成を減少させる。そのため、PSD-95 阻害による NMDA 受容体
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によって媒介される中枢神経系の他の重要な生理学的機能は影響を受けない（Aarts 
et al., 2002, Soriano et al., 2008）。 
また、活性酸素は有害な作用の他に血管緊張、酸素張力およびエリスロポエ
チン産生の調節などの重要なシグナル伝達機能も示すため、生理学的意義および病
理学的損傷を分離する分子標的が期待されてきた（Bjelakovic et al., 2007）。中でも、
食細胞の NADPH オキシダーゼの触媒サブユニットである Nox4 阻害は有望な分子標
的で、脳梗塞モデルマウスにおいて遺伝子ノックアウトないし薬理学的検討で、Nox4
阻害により著しく神経機能を長期に改善し、死亡率減少に繋がる神経保護作用を示し
ている（Kleinschnitz et al., 2010）。 
HIF は低い酸素濃度条件下で活性化され、血管緊張、赤血球生成および血
管新生などの多くの生物学的経路を刺激する（Pugh and Ratcliffe., 2003）。HIF を安定
化させることにより、血管内皮増殖因子（VEGF）、内皮－酸化窒素合成酵素（eNOS）
およびエリスロポエチンなどの経路全てを活性化すると、脳卒中後の神経保護の可能
性が高まる（Minnerup et al., 2009, Endres et al., 2004, Hermann and Zechariah., 
2009）。 
これまでとは異なる分子標的で、薬理学的特性の改善、サブタイプに対する
特異性、安全性プロファイルを適切な in vivo ないし in vitro モデルを用いることで、お
そらく近い将来に臨床試験が実現すると考える。生体外で虚血を模した事象を誘発す
るには、酸素とグルコースの欠乏、細胞代謝の化学・酵素的遮断の 2 つが主要な方法
があるが、最も頻繁に使用される脳虚血の in vitro モデルは、酸素・グルコース欠乏/
再酸素負荷モデルである。In vivo モデルは、ヒト疾患の病態生理学への大きな洞察を
可能にし、脳卒中の理解において重要なツールであった。遺伝的に改変された系統
が利用可能であるため、げっ歯類はしばしば実験モデルとして選択された。しかし、約
7,000 万年の進化がヒトをげっ歯類から分離し、ゲノムの 10％の違いは、約 3,000 個の
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遺伝子が異なることを意味している（Mestas and Hughes., 2004）。マクロ構造の相違に
加えて、多くの細胞および分子の違いが存在する。例えば、血液脳関門（BBB：
blood-brain barrier）に寄与する輸送体およびポンプの発現レベル、およびアストロサ
イトの機能的多様性および豊富さの観点では、ヒト BBB はげっ歯類とでは大きな格差
がある（Syvanen et al., 2009）。興奮毒性の持続時間も、ヒトとマウスの間で著しく異なる
ことが実証されている（Davalos et al., 1997）。 
In vitro モデル系では、培養細胞または脳スライスを有するインキュベーター
内の酸素とグルコースを、通常の CO2／O2平衡化溶媒を、CO2／N2培地からグルコー
スを除いた低酸素チャンバー内で平衡化された培地に変更して実験に供する
（Sommer., 2017）。また、虚血‐再灌流は、標準的な培養条件への復帰によって達成
することができ、神経細胞死への過程は、グルタミン酸受容体の断続的な過活性化を
伴う伝達物質グルタミン酸の増加に起因する興奮毒性である（Choi., 1993）。多数の in 
vitroモデルが存在する中で、特に in vitro でのヒトシステムは、費用対効果の高いハイ
スループットスクリーニングアッセイを可能にする一方で、薬物の安全性に関して非常
に貴重な情報を提供する可能性がある（Antonic et al., 2012）。しかしながら、2011 年
に研究された脳卒中に関する 10 万件の研究のうち、ヒト in vitro システムはわずか 5
回しか実施されなかった（Antonic et al., 2012）。新しい細胞技術と遺伝的および分子
操作の出現により、in vitro システムの開発が脳卒中をモデル化し、創薬パイプライン
を改善する大きなチャンスがあるものの十分活用されていない。 
動物モデルを使った脳卒中の研究は新薬を直接的に産生した例は少ないが、
将来の治療法の道を拓く虚血性脳卒中の複雑な病態生理学において重要な洞察を
提供してきている。さらに、臨床試験へ進める上で、in vitro のハイスループット性を活
用して、神経保護作用を有する候補化合物を絞り込む評価系は多数用意されている。
一方で、高品質で洗練された評価系構築に加え、in vitro から in vivo モデルへの円滑
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な移行を通して臨床試験の成功確率を担保する必要があり、前臨床研究の実用性に
関しては、高等霊長類におけるげっ歯類実験の結果の検証が合理的であり、げっ歯
類とヒトの研究の間のギャップを埋める可能性を持つ。しかし、霊長類実験は、脳卒中
が重篤な傷害および不能状態であることを考慮すると倫理的懸念がある。実用上の問
題として、霊長類のコストが高いこともあって、特にヨーロッパでは霊長類施設はわず
かしか存在しない（Holloway and Gavins., 2016）。脳卒中の新薬開発が将来、成功す
るためには、前臨床試験のさらなる新しい概念の創出と脳卒中の病態生理のより深い
理解に基づく革新的なアプローチの双方が必要となる。医薬品の成功確率を高める
鍵は、前臨床試験から臨床試験への有効性、安全性情報のシームレスな移行である
と言っても過言ではない。そのための有用な策として、トランスレーショナルリサーチが
あり、基礎研究の領域で見出された有用なバイオマーカーを基盤技術として開発して、
ヒトでの POC に繋がる作用機作解析を早い段階で実施して理論構築することになると
考える。 
 
表９ 最近の PhⅡ、Ⅲ臨床試験で検討された神経保護治療薬 
 
Treatment Mode of Action
Magnesium Sulfate Anti-escitotoxic, NMDA ion channel blocker
Albumin Antioxidant, Hemodiluiting agent
Cyclosporin A Anti-inflammatory, anti-excitotoxic
Dapsone(diamino-diphenyl sulfone, DDS） Anti-inflammatory, antioxidant
Deferoxamine mesylate Iron chelator, antioxidant
Ebselen Antioxidant, free radical scavenger
GM602 Anti-apoptotic and anti-inflammatory
Hypothermia Reduce cerebral oxygen metabolism, synaptic inhibitor
Lovastatin Antioxidant, HMGCoA inhibitor
Minocycline Anti-inflammatory, antioxidant
PG2(Polysaccharides of Astragalus membranaceus) Chinese Herb, assumed antioxidative and anti-inflammatory
Simvastatin Antioxidant, HMGCoA inhibitor
Spheno-Palatine Ganglion(SPG) stimulation Induction of cerebral vasodilatation
THR-18 Synthetic plasminogen activator inhibitor
Transcranial laser therapy Mitochondrail stimulation
Information on ongoing clinical studies gathered from the databases Clinicaltrials gov (August 2012) and Strokecenter.org(August 2012)
Jens M et al., Int. J. Mol. Sci. 2012, 13より抜粋して編集
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１－２ 他疾患モデルへの応用や橋渡し研究 
 
単細胞または脳組織切片を用いた in vitro 系においては、複雑な神経血管ユ
ニットを構成できないため、無傷の血管、血流ならびに白血球の浸潤をモデルとして
再現することには限界がある。それにもかかわらず、in vitro モデルが有用なのは、壊
死性細胞死、プログラムされた細胞死、自食作用のような基本的な生化学的経路およ
び分子メカニズムを in vitro 環境下で限定して研究することができるためである
（Holloway and Gavins., 2016）。器官型脳スライスで、海馬スライスを使用する場合、ニ
ューロン形態の保存およびグリア細胞および神経ネットワークを保持した機能的システ
ムを有する利点がある。 
一方で、脳スライスにおける灌流血管の欠如は脳血管システムからの影響を
分離して神経組織の虚血性環境下での障害状態を再現している（Dong et al., 1988）。
低酸素／低グルコース培地は脳スライスにのみ局所的に適用され、残りは通常の酸
素添加培地に保持される。興味深いことに、低酸素／低グルコース状態に曝された部
位に隣接するニューロンは、漸進的に脱分極し、in vivo で部分的に観察される現象で、
焦点性脳虚血の状況に近づく（Richard et al., 2010）。低酸素／低グルコース状態のよ
うなストレスに対する細胞特異的応答を研究するために、初代ニューロンおよびグリア
細胞を使用することは、脳卒中の病態生理で見え隠れする特定の役割を理解するた
めに非常に有益であると考える。 
In vitro モデルで無視されてきた BBB が、マイクロ流体システムの開発によっ
てモデル化されただけでなく、神経ニューロン間の相互作用から血液疾患における血
栓症、微小血管閉塞に関する研究を可能にした（Holloway and Gavins., 2016）。新技
術の開発により、in vitro システムで、創薬におけるハイスループット性を維持しながら、
低コストでの臨床予測を可能にする研究が始まっており、新薬の創出につながること
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が期待される。 
 
第2節 アルコール禁断モデル 
 
２０１８年の世界保健機関（WHO）報告では、世界的にはアルコール摂取障害
の推計患者数は男性２億３,７００万人、女性４,６００万人に上る。そのうち、年間３００万
人は飲酒が原因で死亡しており、その数はエイズ、暴力、 交通事故による死者数の
合計を上回る（News Release from WHO.,2018）。現在、欧州以外でのアルコール消費
量は増え続けており、特に顕著な伸びをみせている中国とインドを抱えるアジアでそ
の傾向が強い（Global status report on alcohol and health., 2018）。しかし、アルコール
依存症の創薬研究は顕著な伸びは見られず、画期的な新薬創出につながっていな
い中、基礎研究において遺伝学的なアプローチが進んでいることが特徴的である。 
 
 
２－１ アルコール摂取障害に対する薬物療法と疾患概念の変遷 
 
精神神経疾患の疾患モデルの改良は、これまでの長い歴史の中で、水平展
開（病態ならびに疾患モデルの追究）と垂直展開（in vitro、in vivo ならびにヒトモデル）
の融合によって、創薬という観点での困難な試みが続くものの大きく促進されてきた
（図１２）。１９４８年、米国食品医薬品局（FDA）はアルコール依存症を治療するために
ジスルフィラムを承認した。ジスルフィラムの有効性は、アルコール摂取でアセトアルデ
ヒドの血中濃度を急激に上昇させるアセトアルデヒドデヒドロゲナーゼの活性を遮断す
る能力に依存する（Fuller et al., 1986）。しかし、ジスルフィラムの有用性の面では、服
薬コンプライアンスが一般に不良であるため限定されており、アルコール摂取障害の
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治療には多くの行動療法が効果的で、行動療法と薬物療法との間に相乗効果が存在
することが明確でないことから評価は高くなかった（Principles of Drug Addiction 
Treatment: A research-Based Guide from NIH., 2015）。 
１９６０年に抗不安薬として FDA の承認を受けたベンゾジアゼピンは、アルコ
ール摂取障害の際に生じる睡眠の困難や発汗を含む他の症状を軽減する作用は、
精神安定剤として一般的だったプロマジン塩酸塩よりも顕著に良好な結果（Sereny 
and Kalant, 1965）が支持され、ベンゾジアゼピン、クロルメチアゾール、β遮断薬およ
び抗けいれん薬など多数のアルコール禁断のための安全性と有効性を評価した結果、
これらの薬剤の中でも特に抗けいれん性カルバマゼピンの数種がアルコール依存症
において有用であり得ると同時に、一貫してベンゾジアゼピンの使用を堅持するとの
結論が得られた（Williams and McBride., 1998）。 
１９８０年代には、アルコール依存症によく関連する精神障害の診断と治療に
焦点を当てた新しい研究パラダイムが浮上した（Myers et al., 1986）。重度の飲酒を再
発させる負の気分状態から生じる精神障害に対して、三環系抗うつ薬（Ciraulo and 
Jaffe., 1981, Brown and Schuckit., 1988, Nunes and Levin., 2004）や非ベンゾジアゼピ
ン抗不安薬（Goa and Ward., 1986, Tollefson et al., 1992）などの薬物治療に焦点が移
った。 
１９９０年代における神経生物学の発展は、アルコール依存症を治療するため
のオピオイド拮抗薬ナルトレキソンの FDA による１９９４年の承認を経て、脳内のおける
アルコールの効果に根ざす特定の神経伝達物質系関与の証明に結びつけた（Anton 
et al., 2001, Anton et al., 2008）。神経細胞のアルコール馴化モデルでは、脳神経細
胞のアルコール順応が進むと、アルコールの欠如は恒常性のバランスを乱し、渇望を
生じる。当時、渇望を測定するための新しい心理測定器が開発され、欲望の数多くの
生物学的モデルが精緻化され、数々の知見が明らかになった（Anton., 1999）。 
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２００６年には、FDA はナルトレキソンの長期作用型製剤を承認した。また、最
近、オピオイド受容体拮抗薬であるナルメフェンが、過度の飲酒を減らすために必要と
される使用のために欧州で承認された。１９８９年にフランスで最初に承認されたアミノ
酸誘導体である Acamprosate は、２００４年に FDA 承認を受けた。 
このように、１９４８年以来、アルコール依存症を治療するために４つの医薬品
が米国で承認された。他の医薬品は欧州でのみ承認されている。残念なことに、これ
らの薬剤はいずれも適度な有効性の割に副作用もあって広く処方されていない。本邦
でも、大塚製薬（株）が２０１９年１月８日に承認取得したセリンクロ®錠（ナメルフェン）は、
飲酒量を低減させる治療薬として国内初めてとなる。今後の神経薬理学な研究を考え
ると、アルコール依存症を治療するための新規候補化合物の同定が急務である。堅
実な治療薬開発の進歩には、遺伝学の研究も併せて必要とされており、アルコール依
存症を発症するリスクに影響を及ぼす変異体の同定をさらに進めることと、医薬品開
発における遺伝子レベルでの潜在的なターゲット選定と薬物治療のための潜在的な
薬理遺伝学的な機能解明が期待されている（Zindel and Kranzler., 2014）。しかしなが
ら、アルコール依存症の治療への薬理遺伝学の応用はまだ初期段階であり、ほとんど
の研究は医薬品探索に直結することなく、比較的安易な薬理ツール探索に特化して
おり、研究進捗は芳しくない。 
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図１２ アルコール禁断モデルの変遷（概略） 
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２－２ 他疾患モデルへの応用や橋渡し研究 
 
近年、アルコール禁断症状を引き起こす神経生理学および行動の変化を惹
起し維持させる分子メカニズムの解明が進んできている。中でも、ショウジョウバエは、
人間のアルコールに対する行動反応によく似た症状を示すだけでなく、根底にある神
経適応も発症することから、アルコール中毒を研究するのに有益な生物学的モデルで
あることが証明 され て きている （Guarnieri and Heberlein., 2003, Devineni and 
Heberlein., 2013, Park et al., 2017, Lin and Rankin., 2012）。また、アルコールへの反
復暴露で、アルコール耐性を形成して、アルコールへの嗜好を増大し、禁断症状を示
す（Cowmeadow et al., 2006, Devineni and Heberlein., 2009, Kaun et al., 2011, Ghezzi 
et al., 2014）。２００５年には、ショウジョウバエのアルコール耐性形成を助ける新しい遺
伝子として“hangover 遺伝子”も発見されており、アルコールなどのストレスへの対処に
関わるものとして注目されている（Scholz et al., 2005）。 
これらのメカニズムには、アルコール摂取障害を調節する特定のニューロン回
路の転写再プログラミングにおける遺伝子発現の変化が深く関与することが明らかに
なっており、特定の遺伝子セットを発現する能力が、クロマチン構造および DNA アクセ
シビリティを変化させるエピジェネティックな修飾に依存することが、現在、よく知られて
いる（Ramirez-Roman et al., 2018）。多くの異なる生物学的経路をカバーする１００近く
の遺伝子が、ショウジョウバエにおけるアルコールの神経適応と関連しており（Park et 
al., 2017, Rodan and Rothenfluh., 2010）、エピジェネティックなヒストン修飾は、遺伝子
発現の調節におけるその複雑な役割のために、この分野における研究の焦点となっ
ている。 
代表的なヒストン修飾として、ヒストン脱アセチル化酵素 Sirt1、ヒストンアセチ
ル基転移酵素 CREB 結合タンパク質（CBP）、JmjC ドメインヒストン脱メチル化酵素ファ
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ミリーが挙げられるが、いずれもアルコール耐性の機能の一部を担う可能性が高い。ま
た、ショウジョウバエでの slo BK 型 Ca2+活性化 K+チャネル遺伝子の神経細胞における
発現増加により、ベンジルアルコールの鎮静作用に対する機能的寛容を惹起する。
薬物クリアランス後、この変化は、アルコール禁断の表現型を模倣して依存症発作の
感受性を増加させる（Li et al., 2013）。アルコール依存状態を捉える上で、アルコール
の「寛容」と「禁断」という２つの重要な要素は無視できない（Littleton., 1998, Koob and 
Le Moal., 2001, Ghezzi and Atkinson., 2011）。 
これらのアルコールの神経細胞への馴化は、永続的な転写変化に依存する、
多数の遺伝子ネットワークの協調調節メカニズムと考えられている。ショウジョウバエと
哺乳類の双方において、多数の遺伝子転写の神経細胞馴化の例が示されており、と
りわけ、クロマチン状態の再構成（Ghezzi et al., 2013, Kyzar and Pandey., 2015）、
miRNA 発現の調節（Ghezzi et al., 2016, Teppen et al., 2016）および神経免疫シグナ
ル伝達カスケードの活性化（Blednov et al., 2012, Troutwine et al., 2016）が重要なメ
カニズムとなっている。ヒストン修飾は、遺伝子発現の重要な調整役として浮上してお
り、シングルの遺伝子転写変化によるのではなく、マルチ遺伝子ネットワークの発現を
調整し維持するものと考えられている。 
これまでに、「寛容」に寄与する遺伝子は、アルコール暴露後のヒストン H4 ア
セチル化がアルコール誘導変化を示すものとして同定されている（Ghezzi et al., 
2017）。アルコール耐性および依存症発現を経て脳内で起こるエピジェネティックな変
化として、連合学習の中心的役割を果たすラット扁桃体におけるクロマチンリモデリン
グがエタノール曝露による不安緩和、禁断による不安惹起効果に関与し得る重要な機
構であることが示されている(Subhash C et al., 2008）。酪酸ナトリウムのようなヒストン脱
アセチル化酵素（HDAC）阻害剤による治療は、ヒストン H3 および H4 のアセチル化を
増加させ、海馬における樹状突起の発芽を誘発し、マウスモデルにおける学習行動を
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回復させる（Fischer et al., 2007）。また、HDAC 阻害剤はコカイン中毒、統合失調症お
よびハンチントン病の分子メカニズムにおいてヒストンアセチル化の役割で使用されて
いる（Ferrante et al., 2003, Colvis et al., 2005, Kumar et al., 2005, Sharma., 2005）。 
これらの結果は、ヒストン修飾の中でもアセチル化機構がアルコール摂取障
害において重要な役割を担うとともに、HDAC 阻害剤のような脱アセチル化を通してア
ルコール依存症治療にも有益に働く可能性を示唆している。マルチ遺伝子ネットワー
クの調製機能を追究していく上では、さらに、動物モデルおよびヒトにおける研究は、
急性および慢性アルコール消費が全脳における転写体を有意に変化させることを示
している点にも注目していかなければならない（Morozova et al., 2006, Mulligan et al., 
2006, Morozova et al., 2011, Ponomarev et al., 2012, Marballi et al., 2016）。転写調
節因子 LIM-only 4（LMO4）がマウス側底扁桃体で、中毒を含む多くの精神病理の根
底にある刺激報酬型学習において重要な役割を果たすことが明らかになっている
（Maiya et al., 2015）。 
King ら（2011）によって同定された dtao 遺伝子は、機能喪失突然変異として
働き、エタノールに対するハエの活動亢進応答をほぼ完全になくす（Kapfhamer et al., 
2013）。哺乳動物においては、dtao はオーソロガス遺伝子 TAOK1、TAOK2 及び
TAOK3 として表現される（Yustein et al., 2003）。アクチンおよびチューブリン動態の調
節における推定上の役割に加えて TAOK2、細胞接着分子アルカドリンおよび N-カド
ヘリンの輸送や p38 の活性化を介して神経細胞の可塑性を調節する（Yamagata et al., 
1999, Yasuda et al., 2007）。 
GCK-1 サブファミリーの哺乳動物 Ste20 ファミリーキナーゼと強い相同性を示
す Hppy（Happyhour）タンパク質は、経路の阻害剤として機能し、表皮成長因子（EGF）
シグナリング経路を介してショウジョウバエのエタノール感受性を調節することが明らか
になっている（Corl et al., 2009）。成熟したハエで研究された 2 つの EGFR 阻害剤、エ
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ルロチニブ（タルセバ）およびゲフィチニブ（イレッサ）は FDA 承認の薬物であり、血液
脳関門を通過することが知られており、耐容性が高いため、ヒトにおけるアルコール摂
取障害の治療のために使用される（Corl et al., 2009）。 
アルコール摂取障害の発症に寄与する遺伝的および環境的要因のさらなる
理解を深めることを通して、世界的に見ても取り残され、ストレス社会に苦しむ人々に
大きな利益をもたらすと考える。アルコール消費に伴う認知面あるいは行動面の変化
は多くの人に知られているものの、アルコールが中枢神経系のマルチ遺伝子ネットワ
ークに影響を及ぼして、これらの作用を引き起こすメカニズムに関する私の知見は未
開拓であるといって過言ではない。アルコール摂取障害だけでなく、薬物中毒などの
精神病理学の治療のための新薬ターゲットの発見を可能にする発見が、薬物遺伝子
研究の進展を通してさらに加速することを期待する。 
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第 4章 総括 
 
脳血管疾患（脳卒中）が誘発される背景として、脳梗塞、脳出血、くも膜下出
血などとともに、アルコール依存症、肥満というファクターが特定されてきているものの、
特定の有用なモデルはない。本邦の死因第 3 位である虚血性脳卒中でさえ、数年間
で多数の分子標的薬を用いた試験が繰り返されてきたものの、脆弱性の高い中枢神
経系の保護が確認出来た試験は限られる。 
第１章では、低酸素／低グルコース状態またはグルタミン酸誘発性の海馬ス
ライスにおける CA1 前シナプス電位低下に対する神経保護作用があるメチルコバラミ
ンならびに神経症状の作用の要であるドーパミン受容体作動薬、拮抗薬の効果を調
べた。今回の結果では、メチルコバラミンが、低酸素／低グルコース状態またはグルタ
ミン酸誘発性の海馬スライスにおける前シナプス機能障害からの機能的回復を誘導す
ることを示した。また、メチルコバラミン、シアノコバラミンを脳スライス実験に供する前に、
in vivo でラットに 3 日間腹腔内投与したところ、低酸素／低グルコース状態またはグル
タミン酸によって誘導される CA1 前シナプス電位低下をともに減弱させた。当評価系
で、メチル化が中枢神経系における保護効果を示すメカニズムは明らかではないもの
の、メチルコバラミンはメチル基供与体として作用することによって神経保護を引き起こ
すことが示された。さらに、ドーパミン受容体作動薬 SKF38393、拮抗薬 SCH23390 の
結果では、アデニル酸シクラーゼ活性の増加と関連するドーパミン D1 受容体刺激に
より、虚血誘導性の損傷を促進する結果を示した。また、ドーパミン D1 受容体の遮断
は、これらの障害を減弱させる可能性を併せて示し、in vitro での虚血後の神経損傷
における海馬のドーパミンの促進的役割が示唆された。 
第２章では、アルコール禁断ラットを用いて、アルコール禁断時における LTP
現象への NMDA 受容体、ドーパミン神経系の関与を調べた。今回の結果では、高頻
68 
 
度刺激により通常は認められない NMDA 受容体を介したシナプス伝達が増強されて
いることが示された。さらに、population spikesにおいても、高頻度刺激によりLTP現象
が誘導され、この population spikes の長期増強は NMDA 受容体拮抗薬で遮断され、
代謝型グルタミン酸受容体拮抗薬では、さらに増強する傾向が見られた。また、アルコ
ール禁断時における LTP 現象にドーパミン神経系が関与していると同時に、ドーパミ
ンが D2 受容体を介して LTP を抑制することが示唆された。これらの結果より、アルコ
ール禁断により線条体で誘発される NMDA 受容体を介した LTP 現象は、ドーパミン受
容体および代謝型グルタミン酸受容体を介した抑制機構との相互作用の結果、誘導
されるものと考えられる。 
第３章では、脳虚血疾患モデルならびにアルコール摂取障害モデルの経年
的な変遷と創薬イノベーションへの貢献について調べた。脳虚血後、グルタミン酸受
容体活性化、興奮毒性、細胞への Ca2+流入などの複雑な生化学的事象が誘導され、
最終的には神経細胞死を招くことから、多くの分子標的薬を用いて神経保護を目的と
した薬理学的な検討が試みられたものの、創薬へ繋がった事例は少ない。現在、あら
ためて NMDA 受容体、活性酸素種（ROS: Reactive Oxygen Species）、低酸素誘導因
子（HIF: hypoxia-inducible factor）といった神経細胞死の機能と新たな分子標的が注
目されており、これまでとは異なる分子標的で、薬理学的特性の改善、サブタイプに対
する特異性、安全性プロファイルを適切な in vivo ないし in vitro モデルを用いることで、
創薬に繋がる可能性が出てきている。また、1948 年以来、アルコール依存症を治療す
るために４つの医薬品が米国で承認され、他の医薬品は欧州でのみ承認されている
が、これらの薬剤はいずれも適度な有効性の割に副作用もあって広く処方されていな
い。堅実な治療薬開発の進歩には、遺伝学の研究も併せて必要とされている。アルコ
ール依存症を発症するリスクに影響を及ぼす変異体の同定をさらに進め、医薬品開
発における遺伝子レベルでの潜在的な目標と薬物治療の潜在的なモデレーター提供
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としての役割が期待される。その一例として示したショウジョウバエのアルコール摂取
障害モデルは、人間のアルコールに対する行動反応によく似た症状を示すだけでなく、
根底にある神経適応も発症することから、アルコール中毒を研究するのに有益な生物
学的モデルであることが証明されてきている。特に、エピジェネティックなヒストン修飾
は、遺伝子発現の調節におけるその複雑な役割のために、この分野における研究の
焦点となる可能性がある。 
 
以上、中枢神経系疾患モデルとして、脳虚血モデル、アルコール禁断モデル
の薬理学的検討を紐解いてきたが、一義的には病態を解析する有益な情報を提供し
て活用されたところもあるものの、動物の一つの個体を表現する上で多面的な評価の
手段ではないため、脳卒中の根本的な治療薬創出には繋がっていない。トランスレー
ショナルリサーチも１つのアプローチであるとともに、１０数年前は実験手技、遺伝子情
報の欠如から取り組めなかったエピジェネティックなアプローチが今後の創薬研究に
おいて、新しい突破口を開くことが期待される。 
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